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Eine frühzeitige Diagnose und präzise Diagnostik des Hepatozellulären Karzinoms und die 
zugrunde liegende Ursache der Zirrhose sind essentiell zur adäquaten Führung einer Warteliste für 
die Lebertransplantation. Diese Arbeit untersucht zwei statistische Analyseverfahren, die anhand 
klinischer, paraklinischer und epigenetischer Parameter zur Diagnostik des Hepatozellulären 
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Die Leber steht im Zentrum des gesamten menschlichen Stoffwechsels, dabei ist sie unter anderem 
für die Synthese von Aminosäuren, Albumin, Gerinnungsfaktoren und die Galle verantwortlich. Zu 
den weiteren wichtigen Funktionen gehören der Metabolismus von körpereigenen und -fremden 
Stoffen sowie die Regulation des Säure-Basen-Haushaltes und die Energiespeicherung in Form 
des Glykogens. Die Interaktionen der Leber mit den anderen Organen des menschlichen Körpers 
werden durch die starke Durchblutung über die Vena portae und die Arteria hepatica und das 
Gallengangsystem gewährleistet. Eine dauerhafte bzw. akut einsetzende Funktionsstörung birgt 
Gefahren für den gesamten menschlichen Organismus. 
1.1 Leberzirrhose 
 
Die Leberzirrhose ist ein histopathologisches Krankheitsbild, das durch einen Umbau der 
Gewebearchitektur mit Bildung von Regeneratknoten bis hin zur einer Fibroseentwicklung 
gekennzeichnet ist1. Eine inflammatorische Situation, hervorgerufen durch Nekrose der 
Hepatozyten oder durch Noxen, führt zur Aktivierung der Kupffer-Zellen, die ihrerseits durch 
Freisetzung von Zytokinen und nicht-peptidalen Mediatoren die Aktivität von Ito- bzw. Sternzellen 
modulieren. Daraufhin proliferieren diese und transformieren sich zu Myofibroblasten. Außerdem 
wird diese Fibrosierung durch eine überschüssige Produktion von Kollagen, extrazellulären 
Matrixbestandteilen und antifibrinolytischen Zytokinen unterhalten2. Die Beurteilung der 
Leberzirrhose erfolgt nach der entzündlichen Aktivität (Grading) und nach dem Ausmaß der Fibrose 
(Staging)1. Infolgedessen kommt es zu einer Reduktion der hepatozellulären Masse und damit zu 
Funktionseinbußen sowie hämodynamischen Änderungen des Blutflusses. Letztere sind vor allem 
durch eine massive Ansammlung von extrazellulärer Matrix bedingt, die sich unterhalb des 
sinusoidalen Endothels zur sogenannten Pseudomembran verdichtet. Daraus resultiert eine 
verlängerte Transitstrecke, der wiederum mit einer erhöhten Kapillarisierung entgegengewirkt wird. 
Allerdings führt dies ebenfalls zu einer Flusswiderstandserhöhung2, die sich klinisch als portale 
Hypertension mit Aszitesbildung und Ösophagusvarizen manifestiert und als wichtiges Merkmal der 
dekompensierten Leberzirrhose gilt. Des Weiteren führt der Funktionsverlust der Hepatozyten unter 
anderem zum Ikterus, zu einer Gerinnungsstörung und durch eine verminderte 
Ammoniakelimination zu einer hepatischen Enzephalopathie1. Mit Hilfe des Child-Pugh-Scores ist 
eine klinische Einschätzung der Leberfunktion und somit des Zirrhosestadiums durch eine 
Einteilung in die Gruppen A bis C möglich. Entscheidend für die Berechnung dieses Scores sind die 
International Normalized Ratio und die Syntheseparameter Albumin und Bilirubin, das 
Vorhandensein von Aszites und der Grad der Enzephalopathie. 
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1.1.1 Ethyltoxische Leberzirrhose 
 
Andauernder Alkoholkonsum kann auch in Abwesenheit einer Hepatitis eine Fibrose induzieren. 
Hierbei werden zunehmend die normale Leberarchitektur zerstört und die Hepatozyten durch 
Bindegewebe ersetzt. Für die Pathogenese bestimmend ist das Acetaldehyd, das über die 
Alkoholdehydrogenase aus Ethanol in der Leber entsteht. Dieser hochreaktive Metabolit geht mit 
zahlreichen Proteinen Komplexe ein, die wiederum die Mikrotubulusbildung und den 
Proteintransport in der Leberzelle stören. Die dadurch bedingte Funktionseinschränkung und der 
Zelluntergang erhöhen den Gehalt an reaktiven Sauerstoffverbindungen, die die Kupffer-Zellen zur 
Produktion von profibrogenen Zytokinen stimulieren. Diese Zytokine aktivieren die Sternzellen, die 
daraufhin überschüssiges Kollagen produzieren. Charakteristisch für eine ethyltoxische 
Leberzirrhose sind kleine (<3 mm) Regeneratknoten, deshalb spricht man in diesem 
Zusammenhang von einer mikronudulären Zirrhose. Die alkoholische Lebererkrankung (ALD) ist 
mit 40 % die häufigste Ursache für einen durch Leberzirrhose bedingten Tod weltweit1,3. Laut 
Gesundheitsberichterstattung des Bundes starben im Jahr 2012 9,5 von 100.000 Menschen an 
alkoholischer Leberzirrhose in Deutschland4. In 90 % der Fälle entwickeln die Patienten nach 
jahrelangem Alkoholabusus eine alkoholische Fettleber, 25 % eine Hepatitis, 15 % eine Zirrhose 
und 10 % ein Hepatozelluläres Karzinom (HCC)3. Im frühen Stadium der ALD sind die Abstinenz 
und supportive Maßnahmen am besten für Heilung und Regeneration der Leber geeignet. Zu 
solchen unterstützenden Maßnahmen gehören Psychotherapie wie die Twelve-step Facilitation 
(TSF), Cognitive Behavioral Therapy (CBT) und Motivational Enhancement Therapy (MET) und 
Medikamente wie das Disulfiram, Naltrexon und Baclofen. Im Stadium der Hepatitis wird neben der 
Abstinenz mit Cortison und Pentoxyfylin behandelt, wenngleich sich aus der aktuellen Studienlage 
kein signifikanter Überlebensvorteil herauskristallisiert. Im Endstadium der ALD, einer Zirrhose, stellt 
die Lebertransplantation derzeit die einzige kurative Möglichkeit dar3. 
1.1.2 Hepatitis B 
 
Das Hepatitis-B-Virus (42 nm) gehört zur Familie der Hepadnaviridae. Das ist ein DNA-Virus mit 
einem zirkulären, aus ca. 3200 Basenpaaren bestehenden Genom. Von diesen Basenpaaren 
werden vier virusspezifische Proteine codiert: S, C, P und X. Die Replikation findet primär in der 
Leber mithilfe einer reversen Transkriptase statt. Diese nutzt die zuvor entstandene prägenomische 
RNA als Matrize für den DNA-Minusstrang. Der komplementäre Plusstrang entsteht durch die im P-
Gen kodierte DNA-Polymerase. Nachdem die Hüllproteine von der prägenomischen RNA 
translatiert wurden, erfolgt zunächst die Zusammensetzung und anschließend die Ausschleusung 
der Erreger. 
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Das HBV-Oberflächenantigen (HBsAg) besitzt viele antigene Epitope, was eine Einteilung in 
mindestens acht Serotypen und mit Hilfe von Sequenzunterschieden auch in acht Genotypen 
ermöglicht. Für diese verschiedenen Gruppen findet sich eine differente geographische Verteilung. 
So sind Genotyp A (Serotyp adw) und D (ayw) in den USA und Europa - Typ B (adw) und C (adr) in 
Asien für die meisten Hepatitis B-Infektionen verantwortlich. Eine Differenzierung nach den 
Genotypen ist für die Therapie und für das Abschätzen des HCC-Risikos entscheidend. So spricht 
Genotyp A auf die Standard-Interferon-Therapie besser an als Genotyp D5. Im asiatischen Raum 
wird vermutet, dass Genotyp C und Ba eher zum HCC führen als Bj1,6. 
Ein Drittel der Infizierten durchläuft eine akute ikterische, ein Drittel eine anikterische und das übrige 
Drittel eine asymptomatische Hepatitis. Das Erkrankungsalter spielt dabei eine entscheidende Rolle 
für die vollständige Ausheilung dieser Viruserkrankung. So entwickelt sich im Erwachsenenalter 
lediglich bei 10 % eine chronische Hepatitis, während eine Infektion im Kindesalter bis zu 90 % 
chronisch verläuft. Darüber hinaus ist das Risiko, an einem HCC zu erkranken, im Falle einer 
chronischen Hepatitis B-Infektion 100fach höher. Handelt es sich um eine Zirrhose, so beträgt das 
Risiko 2-7 %, auf deren Boden ein HCC zu entwickeln. Ohne Zirrhose tritt das HCC mit 0,1-0,6 % 
pro Jahr auf. Aktuell sind 350 Millionen Menschen weltweit chronisch mit HBV infiziert, haben zwei 
Milliarden Menschen eine Infektion hinter sich. In Europa ist ein Süd-Nord-Gefälle zu verzeichnen: 
So sind in der Türkei 8 % und in Nordeuropa <0,5 % der Bevölkerung chronisch erkrankt. Eine 
Therapie der akuten Hepatitis B ist nur bei Abfall der Lebersyntheseleistung zu empfehlen. Die 
Therapie des chronischen Verlaufes ist abhängig von der virologischen Konstellation und dem 
Zustand der Leber. Zur medikamentösen Therapie werden Nukleosid- oder Nukleotid-Analoga 
gezählt. PEG-Interferon-alpha (pINFa) kann zusätzlich bei kompensierter Leberzirrhose, im Child-
Pugh- Stadium A, eingesetzt werden7. 
1.1.3 Hepatitis C 
 
Das Hepatitis-C-Virus ist ein 40-60 nm großes RNA-Virus und gehört zur Familie der Flaviviridae – 
Hepacivirus. Die Positiv-Einzelstrang-RNA besteht aus 9600 Nukleotiden und kodiert für ein 3000 
Aminosäuren langes Polyprotein, das nach der Translation in zehn Proteine gespalten wird, wobei 
sich die Hüllproteine E1 und E2 in einer hypervariablen Region befinden1. Das und die hohe 
Mutationsrate bei der Replikation erklären das Vorhandensein von verschiedenen Genotypen in der 
infizierten Bevölkerung und auch die Existenz von verschiedenen Quasispezies in einem 
Individuum. Bislang sind sechs Genotypen des Hepatitis C-Virus bekannt. Während die Genotypen 
1, 2 und 3 eher in westlichen entwickelten Ländern und 1b in Japan vorkommen, findet man Typ 4 
vorwiegend in Nordafrika, Typ 5 und 6 in Südafrika sowie in Südostasien. Weltweit leiden etwa 170 
Millionen Menschen an einer chronischen Hepatitis C, das entspricht 2-3 % der Weltbevölkerung. 
Genauso hoch liegt etwa die jährliche Prävalenz in den meisten Ländern. 75 % aller Infektionen 
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verlaufen eher mit unspezifischen, grippeähnlichen Symptomen. Die verbleibenden 25 % entwickeln 
eine milde, aber akute Hepatitis mit mäßigem Transaminasenanstieg. Im Erwachsenenalter sind im 
Vergleich zu Hepatitis B chronische Verläufe häufiger (50-80 % vs. 10 %). Bei bis zu einem Drittel 
der chronisch infizierten Bevölkerung entwickelt sich in durchschnittlich 25 Jahren eine Zirrhose, die 
wiederum ein erhöhtes HCC-Risiko mit sich bringt – Inzidenz 2-5 %8. 
Die Genotypen haben eine außerordentliche Bedeutung für die Behandlungsstrategie der 
chronischen Hepatitis C. So werden Genotyp 1 und 4 48 Wochen mit pINFa und Ribavirin behandelt, 
im Gegensatz dazu die Typ 2 und 3 nur 24 Wochen. Eine Heilung mit dieser Kombinationstherapie 
ist bei den Genotypen 2 und 3 mit 82 % wahrscheinlicher als bei Typ 1 mit 42 %1. Die seit 2011 
zugelassenen Protease-Inhibitoren Boceprevir und Telaprevir in Kombination mit pIFNa und 
Ribavirin werden aktuell laut dem Robert-Koch-Institut nicht mehr als Standardtherapie empfohlen8. 
Mit Sofosbuvir, ein Nukleotid-analoger Inhibitor des viralen NS5B-Proteins, ist seit Frühjahr 2014 
nun eine effektivere Therapie der Genotypen 2 und 3 möglich9. 
1.2 Das Hepatozelluläre Karzinom 
 
Das Hepatozelluläre Karzinom gehört zur zweithäufigsten Krebstodesursache auf der Welt. 746.000 
Todesfälle und 782.000 Neuerkrankungen wurden im Jahr 2012 in diesem Zusammenhang 
registriert. Bei den Männern ist es die fünft- und bei Frauen die neunthäufigste Krebserkrankung. 
Das Gesamtverhältnis von Mortalität und Inzidenz liegt bei 0,9510, das mittlere Erkrankungsalter 
liegt bei 56 +/- 13 Jahren. Das HCC geht in bis zu 80 % der Fälle mit einer Zirrhose einher. Zur 
Klassifikation des HCC stehen folgende Möglichkeiten zur Verfügung: TNM-Klassifikation, Cancer 
of the Liver Italian Program–Score (CLIP) und Okuda-Klassifikation. Die beiden letztgenannten 
beziehen die Zirrhose mit ein und bieten somit eine Prognose für die Therapieart. In den Stadien I 
und II - nach der TMN-Klassifikation - sind chirurgische Resektion, lokale Radiofrequenzablation, 
lokale Ethanolinjektion oder die TACE und die Lebertransplantation möglich. In Stadium III ist eine 
chirurgische Resektion prinzipiell denkbar, aber sie ist mit erhöhter Morbidität und Mortalität 
verbunden. Die Indikation zur Lebertransplantation muss auf Grund der hohen Rezidivgefahr 
überdacht werden. Im Stadium IV wird ein chirurgischer Therapieansatz derzeit nicht empfohlen. 
Stattdessen stehen regionale Chemotherapien, 90-Yttrium-Mikrosphären oder die Biologikatherapie 
mit Sorafenib als palliative Therapien zur Verfügung1. 
1.3 Lebertransplantation 
 
Seit der ersten erfolgreichen Lebertransplantation (LTx) am 1. März 1963 durch den amerikanischen 
Chirurgen Thomas Starzl fand eine stetige Weiterentwicklung des Verfahrens und der Nachsorge 
statt, sodass die 1-Jahres-Überlebensrate nach einer Lebertransplantation nun zwischen 80 % und 
90 % beträgt11. 
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Um die Dringlichkeit einer Lebertransplantation objektiv einschätzen und eine Warteliste führen zu 
können, wurde der Model of End Stage Liver Disease Score (MELD-Score) zunächst in den USA 
und schließlich im Dezember 2006 in Deutschland eingeführt. Seitdem sind die Mortalität auf der 
Warteliste und das 1-Jahres-Überleben nach der LTx um 10 % gesunken. Dieses Modell bezieht 
die Parameter INR, Bilirubin, Kreatinin zur Abschätzung der 3-Monats-Mortalität von Patienten ohne 
LTx ein. Aufgrund der sich ständig entwickelnden Diagnose- und Transplantationsverfahren sowie 
der generell steigenden Lebenserwartung der Menschen entstand während der letzten Jahre ein 
Missverhältnis zwischen benötigten und vorhandenen Spenderorganen. Diese Entwicklung führt 
zwangsläufig zu einer Anpassung des MELD-Scores. Im Durchschnitt muss heutzutage in 
Deutschland eine Punktzahl von 35 für eine Transplantation erreicht werden und das sind 40 % 
mehr als noch zur Einführung des neuen Allokationssystems11. Im Jahr 2013 wurden nach Angaben 
des Transplantationsnetzwerks Eurotransplant Patienten mit einem MELD-Score größer als 30 am 
häufigsten transplantiert, dennoch 15,9 % weniger als im Vorjahr. Hingegen ist der Anteil der 
Patienten mit dem niedrigeren Punktescore zwischen 25-29 im Vergleich zu 2012 um 14,2 % 
gestiegen. Im Gegensatz zu Deutschland wurden in Österreich die meisten Transplantationen bei 
einem MELD-Score von 11-18 und in den Niederlanden mit 19-24 durchgeführt. Die 
Spendebereitschaft in den Eurotransplant-Mitgliedsländern betrug 2013 4,3 % weniger als im 
Vorjahr12. Im Jahr 2013 registrierte Eurotransplant in Deutschland 773 Leberspenden und deren 
Transplantation. Auf der Warteliste bis einschließlich 31.12.2013 befanden sich 1491 Patienten. 
Demzufolge erhielten 49,2 % der transplantationswürdigen Patienten kein Organ13. 
1.4 Aufgabenstellung 
 
Trotz der Objektivität des MELD-Scores ist eine Auskunft bzgl. des Organüberlebens, der 
Rezidivfreiheit und des Überlebens von Patienten nach einer erfolgten Lebertransplantation zurzeit 
nicht möglich. Das liegt zum einen an der Definition des Scores als Prädiktor für das Versterben des 
Patienten innerhalb der folgenden 3 Monate ohne eine Lebertransplantation, zum anderen an der 
variablen Dynamik der Lebererkrankungen. So erhöht eine Listung im Laufe einer Dekompensation 
mit Erhöhung des Bilirubins und Abnahme der Syntheseleistung die 
Transplatationswahrscheinlichkeit, während nach erfolgreicher Rekompensation und erneuter 
Einschätzung der MELD-Score wieder redigiert wird. Damit wird sichergestellt, dass die Patienten, 
die dringend ein Organ brauchen, auch eines erhalten können. Erkrankungen wie das 
Hepatozelluläre Karzinom (HCC), die Zystische Fibrose, das Hepatopulmonale Syndrom oder 
Harnstoffzyklusdefekte haben trotz ihrer schlechten Prognose einen - im Frühstadium – nur 
geringen Einfluss auf die MELD Score Parameter, deshalb werden betroffene Patienten gesondert 
über den matchMELD gelistet14. Für den Fall des HCC müssen außerdem die Milan-Kriterien erfüllt 
werden. Sie schreiben vor, dass nur ein karzinomsuspekter Knoten kleiner 5 cm oder bis zu 3 
Knoten kleiner 3 cm eine Listung noch erlauben. Des Weiteren dürfen keine extrahepatischen 
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Metastasen sowie keine vaskuläre Infiltration vorhanden sein. Mazzaferro et. al.15 zeigten, dass eine 
Transplantation unter Erfüllung der o.g. Kriterien zu einem 4-Jahres-Überleben von 70 % führt, 
wobei das Rezidivrisiko bei weniger als 15 % liegt16. 
Nach den Richtlinien der Organtransplantation gem. §16 TPG gelten folgende HCC-Diagnose-
Kriterien: 1.) Biopsie; 2.) Alpha-1-Fetoprotein (AFP)>400ng/ml und ein positiver Befund mit 
Hypervaskularisation in einem bildgebenden Verfahren; 3.) positive Hypervaskularisation in zwei 
verschiedenen bildgebenden Verfahren (CT, MRT und Angiografie). Trotz der guten Ergebnisse, 
von Mazzaferro et. al.15, wird die fehlende Beachtung der individuellen Histologie des Tumors häufig 
in diesem System kritisiert. In dieser Beziehung zeigten Budhu et. al.17 und Bernards et. al.18, dass 
das genetische Metastasierungspotenzial im Anfangsstadium bestimmbar ist. Rückschließend 
sollte eine objektive Allokations- und Diagnostikmethode, basierend auf der ätiologischen und 
genetischen Individualität des HCC, entwickelt werden. So sind erhöhte Serum-Spiegel von AFP 
und Prothrombinvorläufer wie das Des-gamma carboxyprothrombin (DCP) charakteristisch für das 
HCC19. 
Zunehmend werden mikroRNAs im Rahmen der Entstehung und Entwicklung von Tumoren und 
anderer pathologischer Prozesse diskutiert. Diese mikroRNAs sind kleine, zwischen 21 und 23 
Nukleotid große, nicht kodierende RNAs, die als Bestandteil des RNA-induced silencing complexes 
(RISC) für die Stilllegung (post-transkriptionalles Silencing) der mRNA eine wichtige Rolle spielen20. 
Die Transkription der mikroRNA-Sequenz aus der DNA erfolgt über die RNA-Polymerase II. Die pri-
mikroRNA wird anschließend von einem Komplex, bestehend aus einer RNase III und dem DGCR8 
(Di-George-Critical-Rigion 8), zur pre-mikroRNA umgewandelt. Über Exportin 5 verlässt sie den 
Nucleus, um im Zytoplasma von Dicer, TRBP (trans-activation response RNA-binding protein) und 
PACT (protein kinase RNA activator) in mikroRNA und mikroRNA* gespalten zu werden. 
Anschließend wird die mikroRNA in den RIS-Komplex aufgenommen und bindet an die 3´ 
untranslatierte Region einer mRNA, meist nicht vollständig komplementär (Abb. 1)21–23.  
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Abbildung 1: Die mikroRNA-Transkripte bilden sich im Nucleus durch die RNA-Polymerase II. Die entstandene pri-
mikroRNA wird mithilfe von Drosha (RNase III) und DGCR8 (Di-George-Critical-Rigion 8) zu pre-mikroRNA 
umgewandelt und verlässt den Zellkern über Exportin 5. Im Zytoplasma wird die pre-mikroRNA von einem Komplex aus 
Dicer, TRBP (trans-activation response RNA-binding protein) und PACT (protein kinase RNA activator) in mikroRNA 
und mikroRNA* gespalten. Anschließend wird die mikroRNA in den RIS-Komplex aufgenommen. Es bindet an die 3´-
untranslatierte Region der mRNA, meist nicht vollständig komplementär. Ago2 (Argonaute 2) besitzt eine Schlüsselrolle 
für die Spaltung der mRNA. Der Abbau der mRNA findet in den P-Körperchen statt, dabei markiert GW182 (Protein 
Gawky 182) die mRNA für degradierende Enzyme.21–23 
Jun Lu et al.24 untersuchten zahlreiche Tumorentitäten auf die Expression von mikroRNAs und 
stellten fest, dass im Allgemeinen die mikroRNA-Expression im gesunden Gewebe höher ist als im 
Tumor. Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe Unterschiede in den Expressionsleveln zwischen 
schlecht und gut differenzierten Tumoren nachweisen. Dass die mikroRNAs eine wichtige Rolle für 
die Zelldifferenzierung spielen, zeigte ein Experiment von Kanellopoulou et al.25. In den 
Stammzellen von C57BL/6-Mäusen wurde das Enzym Dicer, welches für die mikroRNA-Synthese 
nötig ist, deaktiviert. Dies führte zu einer fehlerhaften Zelldifferenzierung. Des Weiteren berichten 
Mas et al.26  in ihrem Review über die Bedeutung der mikroRNAs in der Transplantationsmedizin, 
dass die Level an hsa-miR-122 und –miR-148 im Lebergewebe invers mit der Länge der warmen 
Ischämiezeit korrelieren. Die Familie der hsa-miR-200 könnte einen wichtigen Einfluss auf die 
chronische Allograftdysfunktion haben und hsa-miR-142-5p zeigte zudem eine Spezifität und 
Sensitivität von über 90 % bei der Erkennung einer akuten Abstoßung eines Nierentransplantates. 
Darüber hinaus konnten Barry et al.16 demonstrieren, dass mikroRNAs als Biomarker HCC-Rezidive 
detektieren können. In dieser Studie wurden jeweils zwei Proben aus dem tumorumgebenden und 
* 
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Tumorgewebe auf mikroRNA-Expression untersucht. Das in dieser Untersuchung verwendete 
Verfahren aus 67 mikroRNAs erkannte 9 von 12 Patienten, die innerhalb der Milan-Kriterien 
transplantiert wurden und in 3 Jahren postoperativ ein Rezidiv entwickelten. Weiterhin wurden 8 von 
11 rezidivfreien Patienten, die außerhalb der o.g. Kriterien transplantiert wurden, als solche 
detektiert. Bei dieser Untersuchung zeigte sich ebenfalls, dass die hsa-miR-194 die Metastasierung 
des HCC unterdrückt. 
Jopling et al.27 und Xin Wie Wang et al.28 fanden heraus, dass der Anteil der hsa-miR-122 an der 
Gesamtheit der Leber-mikroRNA bis zu 70 % beträgt. Sie reguliert unter anderem die HCV-
Replikation und ihre Expressionsrate ist proportional zur HCV-RNA27,29. Dieser stimulierende Effekt 
ist außergewöhnlich und beruht höchstwahrscheinlich auf der von Jopling et al.27 beschriebenen 
doppelten Bindung der mikroRNA an die HCV-mRNA29. Wie in Abbildung 1 beschrieben, bindet die 
mikroRNA an die 3´UTR der mRNA21,22, in diesem Fall aber hat die HCV-mRNA eine zweite 
komplementäre Bindungsstelle am 5´UTR, die die Translation stimuliert. 
Wegen ihres großen diagnostischen Potenzials16,24,30 wurden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls 
mikroRNAs in der Analyse der Ätiologie und Morphologie verwendet. Im Gegensatz zu bislang 
veröffentlichten Studien, bei denen für eine Krankheitsentität deskriptiv die mikroRNA-
Expressionslevel bestimmt wurden31,32, sollte für die vorliegende Arbeit die Erstellung eines 
diagnostisch - relevanten Profils im Vordergrund stehen. Es gibt bereits Bestrebungen und 
mathematische Modelle zur Ergänzung der aktuellen diagnostischen Verfahren. So entwickelten 
Hashem et. al.33 mit Hilfe zahlreicher statistischer Funktionen wie der bivarianten Analyse und der 
Hosmer-Lemeshow x² Statistik ein Modell, das auf dem AFP, dem Alter, der Thrombozytenzahl und 
der ALAT basiert. Damit konnten sie die prädiktive Aussage des AFP bei HCV-Patienten bzgl. der 
HCC-Entwicklung verbessern. Allerdings fehlt in ihrem Konstrukt die genetische Komponente, die 
aber einen entscheidenden Sicherheitsaspekt bzgl. der Diagnose beinhalten könnte. Die 
Verwendung mathematischer Modelle im medizinischen Alltag erleichtert die Diagnosestellung und  
die Therapiewahl und ermöglicht eine Aussage in Bezug auf die Prognose. Im Rahmen dieser 
Dissertation soll untersucht werden, ob Modelle, bestehend aus mikroRNA-Profilen und 
laborchemisch-klinischen Parametern zusätzliche Sicherheit bei der Diagnose und Differenzierung 
der Ätiologie, der Morphologie des HCC und der Leberzirrhose bringen.   
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2. Materialien, Patienten und Methoden 
 
2.1  Materialliste 
 
2.1.1   RNA-Isolierung 
 
Reagenzien und 
Materialien Hersteller und Standort 
Mikroreaktionsgefäß Biosphere® MicroTube 0,5 ml und 1,5 ml 
pyrogenfrei; Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nümbrecht in D 
Zentrifugenröhrchen Röhrchen 50 ml, 114x28mm; Sarstedt                                                                       
Aktiengesellschaft & Co., Nümbrecht in D 
TRIzol® Reagent   Ambion® RNA by Life Technologies, Carlsbad in USA 
Roti® Chloroform/l Chloroform/Isoamylalcohol 24/1; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe in D 
Isopropylalkohol 2-Propanolol für Molekularbiologie; AppliChem GmbH, Darmstadt in D 
Ethanol Ethanol absolute Molecular biology grade, M= 46,07 g/mol, UN 1170; AppliChem 
GmbH, Darmstadt in D 
Mikroreaktionsröhrchen Cryo.S ™ Röhrchen, DNase, RNase frei; GreinerBio-One GmbH, Frickenhausen 
in D 
Pipettenspitzen - Biosphere® Filter Tips steril, non-pyogenic, DNase and RNase and ATP-free, 2-  
  100µl, 2-200µl und 2-10µl; Sarstedt  Aktiengesellschaft & Co., Nümbrecht in D 
- MµltiGuard Barrier Tips, steril, 100-1000µl; Sorenson ™ BioScience Inc.,     
  Salt Lake City in USA 
Mikroreaktionsgefäßpipetten - Eppendorf AG Hamburg in D 
- Gilson Inc., Middleton in USA 
Ultra-Turrax T25 IKA® - Labortechnik, Staufen in D 
Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco; DJB Labcare Ltd, Buckinghamsire in GB 
Thermomixer comfort Eppendorf AG Hamburg in D 
Waage Mettler Toledo AB104-S; Mettler-Toledo GmbH, Gießen in D 
NanoDrop Spectrophotometer 
ND-1000 
NanoDrop Spectrophotometer, Thermo Scientific; Waltham in USA 
 
2.1.2  Gelelektrophorese 
 
Reagenzien und 
Materialien Hersteller und Standort 
1,5 % Agarosepulver TopVision™ LE GQ Agarose ( low electroendosmosis);  Fermentas GmbH, St. 
Leon-Rot in D 
TAE 50x 2M-Tris(hydroxamethyl)-aminomethan + 50mM EDTA; Carl Roth GmbH & Co. 
KG, Karlsruhe in D 
Ethiumbromid 1%-ige Lösung in Wasser (10mg/ml), Dichte 1,0; Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe in D 
Gelgießkamm 20 Well 1,5 mm; PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen in D 
Loading Dye 2xRNA Loading Dye 1 ml; Fermentas GmbH, St. Leon-Rot in D 
Gelelktrophoresekammer PowerPac® HC, BIO-RAD, München in D 




2.1.3  MikroRNA-Array und statistische Auswertung 
 
Reagenzien und 
Materialien Hersteller und Standort 
MicroRNA Array Service miRCURY LNA microRNA array; Exiqon A/S,  Skelstedet 16, 2950 Vedbæk, 
Denmark 
Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer; Agilent Technologies, Inc., in USA 
Hybridisierungsstation Tecan HS4800™ Hybridisierungsstation; Tecan in Östereich 
MicroRNA-Array-Scanner - Agilent G2565BA Microarray System; Agilent Technologies, Inc., in USA 




Die Teilnehmer waren 189 konsekutiv - rekrutierte Patienten, bei denen eine Lebertransplantation 
an der Klinik für Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie der Charité Berlin und an der 
Klinik für Viszeral-, Transplantations-, Thorax- und Gefäßchirurgie der Universitätsklinik Leipzig 
durchgeführt wurde. Der Erhebungszeitraum belief sich von Mai 2011 bis Dezember 2012. Die 
Studie wurde von den Ethik-Kommissionen der Charité-Universitätsmedizin Berlin und der 
Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig genehmigt und in Übereinstimmung mit der 
Deklaration von Helsinki II durchgeführt. 
Folgende Einschlusskriterien mussten erfüllt sein: 
• Patienten älter als 18 Jahre, unabhängig vom Geschlecht 
• Vorliegen einer schriftlichen Einwilligung zur Teilnahme an der Studie 
• vorhandene Indikationsstellung und unmittelbare Durchführung einer Lebertransplantation 
Als Ausschlusskriterien galten: 
• Schwangerschaft 
• fehlende Einwilligung 
2.3  Studiendesign 
 
Bei der Studie handelt es sich um eine bizentrische Längsschnittuntersuchung, für die die 
explantierten Lebern anhand des pathologischen Befundes in folgende Gruppen eingeteilt wurden:  
• Gruppe A: Leberzirrhose (n=83) 
• Gruppe B: HCC (n=66) 
• Gruppe „Andere“: Lebertransplantation bei anderen Ursachen (n=40) 
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Zur Gruppe „Andere“ zählten außerdem sieben Patienten, die bereits vor Studienbeginn 
transplantiert und sich nach Einschluss einer Re-Transplantation unterzogen. Bei sechs Patienten 
konnten aufgrund einer neoadjuvanten Therapie keine vitalen Tumorzellen nachgewiesen werden. 
Am Tag der Transplantation und vor der Operation erfolgte eine Blutentnahme. Die 
Gewebeprobenexzision fand nach der Explantation der Leber statt. Basierend auf den Ergebnissen 
der vorangegangenen klinischen und bildgebenden Untersuchungen variierten die Lokalisationen 
und die Anzahl der Entnahmestellen. Bei rein zirrhotischen Lebern wurde eine Probe mit einer 
Größe von 10x10x10 mm aus Segment II (Ex) entnommen, im Gegensatz dazu bei HCC aus dem 
Tumor (T) und aus Segment II, solange dieses tumorfrei war (S) (Abb. 2). Die Proben wurden in 




Abbildung 2: links tumorfreie explantierte Leber; rechts Leber mir einem Hepatozellulären Karzinom (HCC); Ex, Probe aus rein 




2.4.1 Vorbereitung und Homogenisierung 
 
Nach dem Beschriften der Zentrifugenröhrchen mit der jeweiligen Patienten-Identifikationsnummer  
und dem anschließenden Befüllen mit einem Milliliter TRIzol™ wird das Gefäß auf Eis gestellt. Des 
Weiteren wird für jede Biopsie ein RNase-freies Mikroreaktionsgefäß beschriftet und bereitgestellt. 
Alle Arbeitsschritte werden, soweit es logistisch möglich ist, unter Abzug ausgeführt. Vom 
eingefrorenen Gewebe wird ein 2x3 mm großes Stück – mit einer Masse von ca. 50 mg - 
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abgeschnitten und in das zugehörige Zentrifugationsröhrchen gegeben. Bevor die Probe mit Hilfe 
des Ultra Turrax zerkleinert wird, wird dieser mit Wasser und vergälltem Ethanol abwechselnd 
gereinigt. Das Gewebe-TRIzol™-Gemisch wird nun vollständig in das zugehörige RNase-freie 
Mikroreaktionsgefäß (1,5 ml) überführt, das im Anschluss bei 4 °C und 12.000 g für zehn Minuten 
zentrifugiert wird. Daraufhin erfolgt eine fünfminütige Inkubation bei Raumtemperatur (Abb. 3a). Der 
Überstand wird in ein neues, RNase-freies Mikroreaktionsgefäß gegeben. 
2.4.2  Phasenseparation und RNA-Präzipitation 
 
Wenn dem Überstand 200 µl Chloroform beigemischt wurden, muss das Mikroreaktionsgefäß per 
Hand vorsichtig geschüttelt werden. Die zeitweise auftretende milchige Lösung wird nach zwei bis 
drei Minuten bei ca. 22.5 °C durchsichtig. Diesem Schritt folgt eine weitere Zentrifugation mit    
12.000 g bei 4 °C für zehn Minuten. Nun sind zwei Phasen zu erkennen (Abb. 3c und d): Die 
wässrige obere wird in ein neues RNase-freies Mikroreaktionsgefäß umpipettiert. Der oberen Phase 
werden nun 500 µl Isopropylalkohol zupipettiert. Das Gemisch wird jetzt bei 4 °C für eine halbe 
Stunde inkubiert. Dem schließt sich eine erneute Zentrifugation mit 12.000 g bei 4 °C für zehn 
Minuten an. Danach ist ein Pellet zu sehen (Abb. 3e und f), der Überstand wird verworfen. 
2.4.3  RNA-Waschen, RNA-Resuspension und Aliquotierung 
 
Dieser Schritt ist erforderlich, um die Konzentration der RNA zu erhöhen und von Fremdsubstanzen 
zu befreien. Deshalb wird dem Mikroreagenzgefäß mit Pellet ein Milliliter 75 %-ges Ethanol 
hinzugefügt und das Gefäß vorsichtig geschüttelt. Anschließend wird mit 7.500 g bei 4 °C für fünf 
Minuten zentrifugiert. Das nun gewaschene Pellet wird für fünf bis zehn Minuten an der Luft 
getrocknet. Während dieses Vorgangs erfolgt eine Farbänderung von weiß zu transparent. Während 
das Zentrum weißlich bleibt, werden die Ränder transparenter. Im Anschluss daran wird das Pellet 
in 70 µl RNase-freiem Wasser resuspendiert. Daraufhin erfolgt in einem Thermoblock eine 
Inkubation bei 55 °C für zehn Minuten. Die 70 µl RNA-Lösung wird auf vier 1,5 ml 
Mikroreaktionsgefäße aufgeteilt, wobei in das erste 10 µl ins zweite 30 µl und in die letzten beiden 
jeweils 15 µl pipettiert werden. Bis auf das Mikroreaktionsgefäß mit 10 µl RNA-Lösung werden die 
drei übrigen sofort in Stickstoff eingefroren. Das Zehner-Gefäß wird mit Eis bis zur NanoDrop-
Messung kühl gehalten. 
2.5  RNA-Konzentrationsbestimmung 
 
Mit Hilfe des NanoDrops werden die Konzentration der Gesamt-RNA gemessen und auch die 
Reinheitsgrade bestimmt. Dafür werden zwei Mikroliter aus dem 10-er Mikroreaktionsgefäß 
entnommen. Die RNA-Lösungen werden gegen nuklease-freies Wasser gemessen.  
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Die gesuchte Konzentration wird durch die bei 260 nm vorhandene Absorption der Lösung nach 
dem modifizierten Lambert-Beer‘schen Gesetz bestimmt: 
𝑐𝑐 =
𝐴𝐴 ∗  𝜀𝜀
𝑑𝑑
 
Formel 1: c: Konzentration in ng/µl; A: Absorption in AU; ɛ: Extinktionskoeffizient bei 260nm Wellenlänge in ng-mm/µl 
(für RNA 40ng-mm/µl); d: Schichtdicke in mm 
Da die Schichtdicke bei allen Messungen konstant war und die ausgegebene Absorption auf 10 mm 
Schichtdicke hochgerechnet wurde, gilt die Formel:  




2.6  Gelelektrophorese 
 
Mit Hilfe dieser Methode wurden stichprobenartig die gewonnenen RNA-Lösungen auf Degradation 
kontrolliert. Die erste Bande entspricht der 28s – ribosomalen RNA (5025 Nukleotide), die zweite 
der 18s (1868 Nukleotide). Die unterste Bande spiegelt unter anderem die mikroRNA wider (bis zu 
22 bp). Durch die unterschiedlichen Konzentrationen des Agarosegels ist es möglich, verschiedene 
Porengrößen und somit feinere bzw. gröbere Trennung des untersuchenden Materials zu erreichen. 
Die hier verwendete 1,5 %-ige Lösung ermöglicht eine optimale Fragmenttrennung bei 100 bis 3000 
bp. Die negativ geladenen Nukleinsäuren bewegen sich nach Anlegen einer Spannung von 100 Volt 
in Richtung Anode, wobei die kleineren Nukleinsäuren weiter wandern. Mit dem hier verwendeten 
Ethiumbromid ist es möglich, die nativ nicht sichtbaren RNA-Fragmente anzufärben, weil es sich in 
die Nukleinsäuren interkaliert und somit sein Absorptionsspektrum verändert34,35. 
Für die Gelelektrophorese ist eine RNA-Konzentration von 5000 ng/µl erforderlich. Demzufolge wird 
eine jeder Probe entsprechende berechnete Menge entnommen und in je ein 1,5 ml 
Mikroreaktionsgefäß pipettiert. Dazu kommt die gleiche Menge des Farbstoffes, Loading Dye damit 
ein Verhältnis 1:1 entsteht. Die Konzentrationen der jeweiligen Proben sind aus der NanoDrop-
Messung bekannt.  
In einer Glasflasche wurden 1,5 g Agarosepulver mit 100 ml TAE-Wasser vermischt. Anschließend 
wurde dieses Gemisch in einer Mikrowelle bei 360 Watt ca. drei Minuten lang erwärmt. Nach ihrer 
Abkühlung werden fünf Mikroliter Ethidiumbromid hinzugegeben und vermischt. Anschließend wird 
das Gel in seine Form gegossen, dabei ist zu beachten, dass keine Luftblasen entstehen. Im 
Anschluss wird das Gel mit seiner Form in ein Becken mit Stromanschluss gestellt, das mit TAE-
Wasser gefüllt ist. In die nun sichtbaren Kammern werden die vorbereiteten Isolat-Loading Dye–
Gemische gegeben und auf die Gegenseite 5 µl Ethidiumbromid pipettiert (Abb. 4a). Daraufhin wird 
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das Gel über den PowerPac® an den Strom bei 100 Volt für eine Stunde angeschlossen. 
Unmittelbar danach wird das Gel mit Hilfe von UV-Licht ausgewertet (Abb. 4b und 7). 
 
 a                 b 
 c                 d 
 e                  f 
Abbildung 3: a) Homogenisat; b) Der verbliebene Zellschrott; c) Gemisch aus Überstand und Chloroform; d) Ergebnis 
der Phasenseparation durch Zentrifugation; e) Gemisch aus wässriger Phase aus d und Isopropylalkohol; f) * markiert 
das entstandene Pellet 
* 
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 a                                   b 
Abbildung 4: a) Gel vor und b) nach Elektrophorese; die blauen Banden markieren die 28s, die violetten die 18s – rRNA, 
der leichte Schimmer(∘) darunter markiert die mikroRNAs 
2.7  MikroRNA-Detektion 
 
2.7.1  Qualitätskontrolle der isolierten RNA 
 
Der Analyse vorausgehend erfolgte die Qualitätskontrolle der gesamten RNA und deren Gehalt an 
small–RNA. Für die Qualitätskontrolle der Proben-RNA wurde der Agilent 2100 Bioanalyzer genutzt. 
Dieser erstellte für jede Probe ein Elektropherogramm und ermöglichte somit eine effektive 
Abschätzung bezüglich der RNA-Integrität. Neben der herkömmlichen Ermittlung des rRNA 
Verhältnisses (28S/18S) wurde der RIN-Wert (RNA Integrity Number von 0 bis 10) gemessen. Laut 
Schroeder et al.36 vermittelt der Wert einen zuverlässigen Eindruck von der Qualität der RNA, wobei 
ein Wert über sieben erstrebenswert ist.  
2.7.2  Durchführung der Array-Analyse 
 
Alle Array-Untersuchungen wurden durch Exiqon Services, Dänemark durchgeführt. Die Qualität 
der totalen RNA wurde mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers verifiziert. 750 ng der jeweiligen 
RNA-Probe und der Referenz wurden mit Hy3™ und Hy5™-fluoreszierenden Markern durch 
miRCURY LNA™ microRNA Hi-Power Labeling Kit versehen. Die Hy3™ gekennzeichneten Proben 
und eine Hy5™ markierte Referenz wurden paarweise vermischt und mit miRCURY LNA™ 
microRNA Array 6th and 7th Gen (Exiqon, Dänemark) hybridisiert. Dieser besitzt passende Sonden 
für alle humanen und nicht humanen (Maus, Ratte) mikroRNAs, die in der miRBASE 18.0 und 19.0 
registriert sind. Die Hybridisierung wurde gemäß der miRCURY LNA™ microRNA Array Anleitung 
mit der Tecan HS4800™ Hybridisierungsstation durchgeführt. Anschließend wurden die Träger in 
einer ozonfreien Umgebung (<2ppb) untersucht. Die Analyse übernahmen das Agilent G2565BA 
Microarray System und ImaGene 9.0. Die quantifizierten Signale wurden anschließend korrigiert – 
∘ 
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Normexp-Methode mit einem Offset-Wert 1037 und normalisiert mit der Quantil-Normalisierung-
Methode, um die intensitätsabhängigen Unterschiede zwischen den Proben zu minimieren. 
2.8  Statistische Auswertung 
 
Für den Vergleich der Gruppen werden je nach Verteilungstyp (Gauss-Verteilung) der erhaltenen 
Werte  
 der zweiseitige t-Test bzw. one-way-ANOVA (>2 zu vergleichende Gruppen) oder 
 der nicht parametrische Mann-Whitney-Test  
verwendet. 
Die Gewebeproben wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten, basierend auf zwei unterschiedlichen 
miRBASEs und mit zwei verschiedenen Array-Generationen analysiert, sodass ein Vergleich der 
gemessenen Expressionssignale ohne Fehler unmöglich war. Aus diesem Grund wurden die Daten 
normalisiert und standardisiert, indem zunächst der Mittelwert (x) einer mikroRNA über alle Proben 
berechnet und dieser dann jeweils vom ursprünglich gemessenen Wert subtrahiert wurde. Die 
jeweiligen Differenzen wurden entsprechend zugeordnet: 
(𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝐴𝐴)∆ = (𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝐴𝐴1) - (𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝐴𝐴×) 
Formel 2: ∆, normalisierte  Expression; 1, ursprünglich gemessene Expression; x, Mittelwert 
 
Die normalisierten Expressionen waren normalverteilt. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests38, der bei 
kleinen Stichproben empfindlicher ist als der allbekannte Kolmogorov-Smirnow-Test39 und des 
Levene-Tests wurden die klinischen Parameter auf Normalverteilung und Homoskedastizität 
kontrolliert. Diese beiden Tests bilden die Voraussetzung für den t-Test.  
Die mikroRNAs aus den analysierten Proben wurden folgendermaßen gegenübergestellt: 
I. Tumor und tumorumgebendes Gewebe (aller Ätiologie) 
II. Tumorumgebendes und rein zirrhotisches Gewebe (aller Ätiologie) 
III. Tumor und rein zirrhotisches Gewebe (aller Ätiologie) 
IV. virale und ethyltoxische Genese (HCC-umgebendes Gewebe) 
V. virale und ethyltoxische Genese (HCC-Gewebe) 
In den Fällen I bis III wurde somit unabhängig von der Ätiologie die Beziehung der Morphologie zu 
den mikroRNAs und deren Fähigkeit auf Diagnostik untersucht. In den letzten beiden (IV und V) 
Gegenüberstellungen wurde der Schwerpunkt auf die Ätiologie gelegt. 
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Im Fall I musste der zweiseitige t-Test für abhängige Stichproben und in den übrigen Fällen konnte 
der zweiseitige t-Test für unabhängige Stichproben durchgeführt werden. Das Signifikanzniveau 
wurde auf 5 % festgelegt. Anschließend wurden die mikroRNAs nach steigendem Signifikanzniveau 
sortiert und mit einem Rank versehen. Hierauf wurde für jede mikroRNA ein korrigierter p-Wert nach 
der Benjamini-Hochberg-Prozedur (Simes-Prozedur) berechnet40,41. 
Aus den ersten drei Fällen wurden die 20 signifikantesten mikroRNAs ausgewählt; aus den letzten 
beiden konnten ergebnisbedingt nur fünf bzw. drei weitere untersucht werden (p<0,05). Die 
Diagnostik für die vorherrschende Morphologie bzw. die Ätiologie wurde durch die binär-logistischen 
Regression mit Rückwärtselimination anhand der Likehood Ratio und dem Entscheidungsbaum 
(IBM® SPSS Version 21) betrachtet. Mit Hilfe der Regression konnte auf einen funktionellen 
Zusammenhang zwischen den mikroRNAs und der Morphologie (I bis III) bzw. der Ätiologie (IV bis 
V) geforscht und somit Diagnostikparameter detektiert werden. Der Entscheidungsbaum ist ein 
Klassifikationsmodell, das eine Segmentierung und die Lösung von Entscheidungsproblemen 
ermöglicht. Dabei gibt es verschiedene Algorithmen: Die bekanntesten sind CHAID (Chi-square 
Automatic Interaction Detectors)42 und CART (Classification And Regression Tree)43. Der letzte 
Algorithmus erstellt Binärbäume mit dem Ziel, eine optimale Trennung zwischen zwei Zuständen zu 
finden. Aus diesem Grund wurde hier die Klassifikation nach der CART-Methode durchgeführt. Der 
Vorteil des CART-Entscheidungsbaumes gegenüber der Regression besteht darin, dass er das 
Problem des Overfittings und der fehlenden Variablenwerte umgeht44. Für die Fälle I und IV erfolgte 
zusätzlich eine hierarchische Clusteranalyse mit Visualisierung per Boxplots. Mit dieser Analyse ist 
es möglich, Gruppen zu generieren, die aus Variablen mit größter Ähnlichkeit bestehen. Das hier 
zur Visualisierung verwendete Dendrogramm zeigt nicht nur die einzelnen Sub- und Hauptgruppen, 
sondern macht über die Distanzangabe ebenfalls eine Aussage bzgl. Ähnlich- bzw. Unähnlichkeit. 
Je eher die mikroRNAs zu Clustern zusammengeschlossen werden, desto ähnlicher sind sie bzgl. 
ihrer normalisierten Expression und letztendlich ihrer Expression in den jeweiligen Gewebeproben. 
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3.  Ergebnisse 
 
3.1  Klinischer Überblick der transplantierten Patienten 
 
Von den 189 rekrutierten Patienten hatten 83 eine Zirrhose und davon wiederum 59 eine 
ethyltoxische, 8 eine rein virale, 14 eine durch andere Ursachen bedingte Zirrhose. Bei den 
verbleibenden 2 Patienten wurde eine Kombination aus ethyltoxischer und viraler Genese als 
ursächlich für die Zirrhose diagnostiziert. Gruppe B hat dabei einen Anteil von 34,9 % an der 
gesamten Kohorte, 30 HCC-Fälle basieren auf Alkoholmissbrauch und 19 auf einer viralen Infektion. 
Bei wiederum 2 Patienten konnte zwischen viral und ethyltoxisch nicht genau differenziert werden. 
Die übrigen 21,2 % entfallen auf die Gruppe „Andere“. Zu dieser Gruppe zählen unter anderem die 
bereits transplantierten – vor der Studie – und vor der Re-Transplantation integrierten Patienten 
(17,5 %), Patienten mit Primär Sklerosierender Cholangitis (25 %) und die sechs Patienten, bei 
denen kein vitales Tumorgewebe mehr nachgewiesen werden konnte (Tabelle 1). Der Anteil der 
durch Hepatitis C verursachten Zirrhosen an der Gesamtheit der viral bedingten zirrhotischen 
Lebererkrankungen beträgt 62,5 %. Die Hepatitis B–Viren verursachten bei 37,5 % der Patienten 
dieselbe Erkrankung. Bei den verbleibenden zwei Patienten war eine Kombination aus Ethyltoxizität 
und Hepatitis C bzw. B im Wesentlichen für die Zirrhose verantwortlich. In der Gruppe B erhielten 
















Zirrhose (n=83) HCC (n=66) Andere (n=40) 
N  σ N in % N  σ 
N in 
% N  σ N % 
Geschlecht weiblich 23    8    13    
männlich 60    58    27    
Alter  52,3 9,7   61,5 6,5   49,2 12,6  
Ätiologie 
ethyltoxisch 59   71,1 30   45,5 4   10,0% 
Hepatitis C 5   6,0 11   16,7 1   2,5% 
Hepatitis B 3   3,6 8   12,1 0   0,0% 
ethyltoxisch/viral 2   2,4 2   3,0 0   0,0% 
andere Ursache 14   16,9 15   22,7 35   87,5% 
MELD-Score   81* 19,64 7,98  65* 13,28 7,98  40 19,75 11,29  
Child-Pugh-
Score* 
A 17    41    15    
B 33    17    11    
C 27    6    13    
ALAT (ukat/l)  0,83 1,24   1,44 3,68   3,01 4,23  
ASAT (ukat/l)  1,95 3,94   1,47 1,95   4,22 6,78  
gGT (ukat/l)  2,38 3,22   3,16 4,3   3,58 5,77  
AP (ukat/l)  2,92 2,78   2,55 1,6   4,74 7,36  
Bilirubin (umol/l)  122,6 154,84   60,46 128,19   195,42 229,91  
Albumin (g/l)  33,3 7,24   34,77 8,81   31,15 12,08  
INR  1,75 0,73   1,35 0,43   1,63 0,81  
AFP(ng/ml)  10,02 38,29   225,23 750,6   7,10 9,94  
Tabelle 1: Charakteristik der Studienteilnehmer; N, Anzahl; , Mittelwert; σ, Standardabweichung, * Wert konnte mangels 
Labordaten nicht berechnet werden 
 
3.2  Klinischer Überblick der untersuchten Kohorte 
 
Von den 189 transplantierten Patienten wurden von 54 Leberproben aufgereinigt: 
• 30 (55,5%) hatten eine ethyltoxische Leberzirrhose, wobei 14 ein HCC entwickelten. 
• 14,8% hatten eine HBV bzw. eine HBV+HDV-Infektion, wobei sieben von ausgewählten 
acht ein HCC entwickelt haben. 
• 13 (24,1%) erkrankten an einer Hepatitis C Virus Infektion, 10 davon an einem HCC. 
• Zwei Patienten hatten eine HBV- und einer eine HCV-Infektion sowie Alkoholmissbrauch 
hinter sich (Abb. 5 und Tabelle 2). 
Von den 54 analysierten Patienten konnten insgesamt 70 Gewebeproben aufgearbeitet werden, 
sodass die RNA von 16 Tumorproben, 32 tumorumgebenden Proben und 22 Proben aus rein 
zirrhotischen Lebern von der Firma Exiqon A/S auf mikroRNA untersucht wurde. 
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Die Ergebnisse des micro Arrays wurden folgendermaßen gegenübergestellt: 
I. Tumor und tumorumgebendes Gewebe (aller Ätiologie) 
II. Tumorumgebendes und rein zirrhotisches Gewebe (aller Ätiologie) 
III. Tumor und rein zirrhotisches Gewebe (aller Ätiologie) 
IV. virale und ethyltoxische Genese (HCC-umgebendes Gewebe) 
V. virale und ethyltoxische Genese (HCC-Gewebe) 
 
Abbildung 5: Verteilung der Patienten der Kohorte nach Morphologie der transplantationswürdigen Erkrankung und deren Ätiologie; 







































BE-002 m 64,5 C2 C 33 1-x-x(1) innerhalb 
BE-013 m 56,8 C2 A 20 3a-0-x(3) außerhalb 
BE-021 m 60,5 C2 A 10 2-0-0(2) außerhalb 
BE-030 m 58,7 C2 B 20 1-0-x(1) innerhalb 
BE-031 m 59,7 C2 B 15 1-0-x(2) innerhalb 
BE-060 m 64,9 C2 B 11 1-x-x(2) innerhalb 
BE-084 m 68,4 C2 B 27 1-x-x(2) innerhalb 
LE-018 m 61,6 C2 A 13 1-x-0 (2) innerhalb 
LE-027 m 63,8 C2 B 16 1-x-0(1) innerhalb 
LE-035 m 60,8 C2 A 6 1-0-0 (2) innerhalb 
LE-041 m 55,7 C2 A 11 1-0-0 (x) innerhalb 
LE-052 m 55,8 C2 †  †  2-x-0(x) außerhalb 
LE-054 m 62,4 C2 A 6 x-x-x (1) innerhalb 
LE-055 m 54,2 C2 C 21 2-x-0 (1) innerhalb 
LE-051 m 65,9 C2/HBV B 17 1-0-0 (2) innerhalb 
BE-024 m 68,9 HBV A 8 2-0-0(2) innerhalb 
BE-043 m 68,3 HBV A 7 1-0-x(2) innerhalb 
BE-059 m 59,5 HBV †  30 1-x-x(1) innerhalb 
BE-067 w 62,5 HBV B 19 1-x-x(1) innerhalb 
LE-023 m 66,7 HBV A 7 1-x-0 (1) innerhalb 
BE-080 m 57,7 HBV+HDV A 10 3a-0-x(2) innerhalb 
LE-077 m 53,3 HBV/HDV A 9 3a-0-0 (2) außerhalb 
BE-008 m 52,9 HCV A 8 2-0-x(2) außerhalb 
BE-009 w 52,4 HCV A 7 1-x-x(1) innerhalb 
BE-019 m 60,5 HCV B 15 3a-0-0(2) außerhalb 
BE-025 m 62,8 HCV A 7 2-0-0(1) außerhalb 
BE-066 m 48,5 HCV A 6 4-x-x(2) innerhalb 
BE-076 m 60,2 HCV A 13 1-x-x(2) innerhalb 
BE-088 m 51 HCV B 17 2-x-x(2) innerhalb 
LE-016 m 70,8 HCV B 12 2-x-0(x) außerhalb 
LE-030 m 70,4 HCV A 5 1-0-0(2) innerhalb 
LE-079 w 60,7 HCV A 13 1-0-0 (2) innerhalb 
LE-039 m 56,3 C2/HBV B 11 - - 
BE-091 w 57 C2/HCV A 12 - - 
BE-061 w 48,8 HBV A 13 - - 
BE-004 m 56,4 HCV B 34 - - 
BE-041 m 49,1 HCV C 16 - - 
BE-081 w 31,6 HCV C 26 - - 
LE-001 m 49,4 C2 C 21 - - 
LE-006 m 45,1 C2 B 15 - - 
LE-007 m 58,2 C2 A 8 - - 
LE-009 m 48,3 C2 C 29 - - 
LE-010 m 51,6 C2 A 10 - - 
LE-015 m 60,9 C2 A 14 - - 
LE-017 m 58,8 C2 B 14 - - 
LE-020 m 59,3 C2 B 13 - - 
LE-022 w 49,3 C2 †  20 - - 
LE-025 m 55 C2 C 21 - - 
LE-026 m 38,7 C2 B 14 - - 
LE-028 m 46,2 C2 B 18 - - 
LE-029 m 67,4 C2 B 17 - - 
LE-042 m 38,4 C2 A 9 - - 
LE-043 m 31,5 C2 B 14 - - 
LE-047 m 40,5 C2 B 15 - - 
Tabelle 2: Aufstellung der Patienten mit untersuchten Gewebsproben; † Wert konnte mangels Laborwerten nicht berechnet 
werden; C2, ethyltoxische Genese; HCV, Hepatitis C Virus; HBV, Hepatitis B Virus; m, männlich; w, weiblich; x, keine Angabe 
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3.3 NanoDrop und Bioanalyzer 
Die mittlere A260/280 Ratio beträgt für die Zirrhoseproben 1,81 [95 %-KI: 1,75-1,87], für die 
tumorumgebenden 1,87 [95 %-KI: 1,84-1,91] und für die Tumorproben 1,89 [95 %-KI: 1,84-1,94]. 
Die durchschnittliche RNA-Konzentration liegt in den drei Gruppen bei 1373,64 ng/µl [95 %-KI: 
1010,98-1736,29] (Zirrhose), 1218,05 ng/µl [95 %-KI: 822,13-1613,98] (tumorumgebend) und 
2092,49 ng/µl [95 %-KI: 877,86-3307,12] (Tumor). Die ebenfalls aufgeführten RIN-Werte stammen 
aus der später von Exiqon A/S durchgeführten Bioanalyzer-Untersuchung. Der mittlere RIN-Wert 
beträgt für die Proben aus der rein zirrhotischen Leber 6,6 [95 %-KI: 5,3-7,9], für die aus dem 
tumorumgebenden Gewebe 7,6 [95 %-KI: 6,9-8,3] und für die aus dem Tumor 6,9 [95 %-KI: 5,6-8,1] 
(Tabelle 3). Der einfaktorielle ANOVA-Test zeigt, dass sich die Gruppen bei der Konzentration, der 
A260/280 Ratio und dem RIN-Wert nicht unterscheiden: p=0,121, p=0,088 und 0,296. 
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Patient c [ng/ul] A260/280 RIN   Patient c [ng/ul] A260/280 RIN 
BE-002-S 239,81 1,73 8,1 BE-080-T 1578,80 1,95 5,9 
BE-008-S 1493,32 1,81 8,0 LE-016-T 7889,00 1,88 9,3 
BE-009-S 307,05 1,86 7,5 LE-018-T 2760,06 1,91 2,6 
BE-013-S 452,13 1,88 8,4 LE-023-T 562,30 1,89 8,0 
BE-019-S 674,83 1,95 8,1 LE-027-T 959,00 1,85 8,3 
BE-021-S 458,18 1,86 8,6 LE-030-T 471,44 2,11 2,7 
BE-024-S 1435,60 1,91 9,1 LE-035-T 2723,00 1,80 7,4 
BE-025-S 488,63 1,88 8,5 LE-041-T 424,78 1,92 7,7 
BE-030-S 611,42 1,89 7,4 LE-052-T 1393,00 1,75 8,9 
BE-031-S 447,55 1,87 8,6 LE-054-T 6692,00 1,84 8,9 
BE-043-S 2048,50 1,93 8,4 LE-055-T 3913,00 1,78 7,0 
BE-059-S 241,40 1,84 6,3 LE-077-T 375,10 1,88 6,5 
BE-060-S 487,73 1,90 7,3 LE-079-T 1402,50 1,99 9,1 
BE-066-S 1601,90 1,95 8,3 BE-004-Ex 349,20 1,84 6,5 
BE-067-S 1377,60 1,91 8,9 BE-041-Ex 184,61 1,84 0 
BE-076-S 353,80 1,86 7,0 BE-061-Ex 1249,20 1,96 7,6 
BE-080-S 2177,10 1,95 6,6 BE-081-Ex 705,90 1,97 4,5 
BE-084-S 736,50 1,96 7,4 BE-091-Ex 999,10 1,97 6,5 
BE-088-S 1580,90 1,97 5,8 LE-039-Ex 1935,20 1,97 1,88 
LE-016-S 4935,00 1,89 9,2 LE-001-Ex 3297,00 1,90 9,0 
LE-018-S 740,63 1,66 2,6 LE-006-Ex 272,30 1,87 8,2 
LE-023-S 1124,80 1,93 8,9 LE-007-Ex 1173,00 1,86 8,5 
LE-027-S 2160,00 1,94 8,9 LE-009-Ex 1106,00 1,92 8,9 
LE-030-S 428,55 1,97 2,6 LE-010-Ex 1932,24 1,67 6,7 
LE-035-S 4466,00 1,81 1,9 LE-015-Ex 1959,70 1,63 N/A 
LE-041-S 438,21 1,81 8,7 LE-017-Ex 431,59 1,60 N/A 
LE-051-S 1208,50 1,97 8,3 LE-020-Ex 836,69 1,64 7,3 
LE-052-S 1939,00 1,76 8,3 LE-022-Ex 2914,95 1,63 4,8 
LE-054-S 1470,00 1,71 8,8 LE-025-Ex 1049,90 1,61 N/A 
LE-055-S 1442,00 1,64 8,3 LE-026-Ex 1122,42 1,63 2,5 
LE-077-S 343,20 1,92 8,7 LE-028-Ex 1750,00 1,88 8,6 
LE-079-S 1067,90 2,00 9,3 LE-029-Ex 2324,00 1,89 8,9 
BE-008-T 463,00 1,84 6,5 LE-042-Ex 1659,00 1,89 8,5 
BE-019-T 445,00 1,89 8,5 LE-043-Ex 1729,00 1,92 8,2 
BE-059-T 1427,90 1,98 2,5 LE-047-Ex 1239,00 1,92 8,9 
Tabelle 3: Ergebnisse der NanoDrop  und Bioanalyzer Untersuchung; c, Konzentration der isolierten RNA in ng/µl; A260/280-
Quotient als Reinheitsgüte der isolierten RNA; RIN, RNA integrity number; S, tumorumgebende Probe; T, Tumorprobe; Ex, Probe 
aus der reinen Zirrhose 
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3.4 Gelelektrophorese 
Mit der Gelelektrophorese wurde stichprobenartig die aufgereinigte RNA auf ihre Degradation und 
somit auf Qualität überprüft. Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, waren in jeder Probe die 28s rRNA, 
die 18s rRNA und eine Bande mit bis zu 22 bp großen RNA nachweisbar.  
Abbildung 6: Ergebnis der stichprobenartigen Gelelektrophorese; obere Bande 28s rRNA; mittlere Bande 18s rRNA; untere Bande 
RNA mit bis zu 22 bp; S, tumorumgebendes Gewebe; T, Tumorgewebe  
3.5 Ergebnisse der Gewebeanalysen und der Profilerstellungen 
3.5.1 Tumor und tumorumgebendes Gewebe (aller Ätiologie) 
Bei dieser Konstellation wurden jeweils 16 Proben des tumorumgebenden und des Tumorgewebes 
unabhängig von ihrer Ätiologie untersucht. Die klinischen Parameter sind in Tabelle 4 ersichtlich. 
Der t-Test für abhängige Stichproben zeigte, dass sich die o.g. Morphologien in insgesamt 108 
mikroRNAs unterscheiden. Der korrigierte p-Wert liegt für die ersten 26 mikroRNAs bei 0,05. Die 
ersten 20 sind in Tabellen 5 und 6 aufgeführt. Eine Regressionsanalyse ist bei gepaarten 
Stichproben nicht möglich, sodass neben dem Entscheidungsbaum eine hierarchische 
Clusteranalyse durchgeführt wurde und anhand dieser Boxplots erstellt worden sind (Abb. 7 und 8). 
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Hepatitis C bedingt 5 
Hepatitis B bedingt 4 
ethyltoxisch/HCV 0 
ethyltoxisch/HBV 0 
Alter (Jahre) 60,4 1,39 16 
MELD-Score 12 1,7 15 
ALAT (ukat/l) 1,15 0,25 16 
ASAT (ukat/l) 1,53 0,33 16 
gGT (ukat/l) 3,24 0,65 15 
AP (ukat/l) 2,42 0,23 16 
Bilirubin (µmol/l) 70,76 48,04 15 
Albumin (g/l) 35,31 2,03 15 




Tabelle 4: laborchemische und klinische Daten der untersuchten HCC-Patienten; N, Anzahl; , Mittelwert; σ, Standardabweichung 
 (S)  (T)  der Differenz p-Wert 
mikroRNA 
hsa-miR-30e-3p  0,288 -0,554 0,842 < 0,001 
kshv-miR-K123  -0,377 0,465 -0,842 0,001 
hsa-miR-122-3p  0,653 -0,747 1,400 0,002 
hsa-miR-148a-3p 0,416 -0,467 0,883 0,002 
hsa-miR-1908  -0,357 0,633 -0,990 0,002 
hsa-miR-885-5p  0,255 -0,338 0,593 0,002 
hsa-miR-455-3p  0,298 -0,388 0,686 0,002 
hsv2-miR-H25   -0,324 0,601 -0,925 0,002 
hsa-miR-4285   -0,324 0,609 -0,933 0,003 
hsv1-miR-H7   -0,410 0,644 -1,054 0,003 
hsa-miR-3202   -0,460 0,641 -1,101 0,001 
hsa-miR-4306   -0,315 0,442 -0,757 0,004 
hsa-miR-17-3p   0,217 -0,236 0,453 0,004 
hsa-miR-3196  -0,384 0,480 -0,864 0,004 
hsa-miR-29c-5p  0,131 -0,233 0,364 0,004 
hsa-miR-194-5p  0,434 -0,480 0,915 0,004 
hsa-miR-665   -0,491 0,511 -1,001 0,004 
hsa-miR-26b-5p  0,185 -0,518 0,703 0,004 
hsa-miR-27b-3p  0,242 -0,395 0,637 0,004 
hsa-miR-25-5p   -0,183 0,268 -0,452 0,004 
Tabelle 5: Darstellung der signifikantesten 20 mikroRNAs im Vergleich tumorumgebendes und Tumorgewebe; p-Wert nach 




 (2-seitig) Korr. p-Wert 
 σ 
95% Konfidenzintervall der 
Differenz 
Untere Obere 
hsa-miR-30e-3p  0,842 0,715 0,461 1,223 < 0,001 0,05 
kshv-miR-K123  -0,842 0,797 -1,267 -0,417 0,001 0,05 
hsa-miR-122-3p  1,399 1,497 0,603 2,197 0,002 0,05 
hsa-miR-148a-3p 0,883 0,954 0,374 1,391 0,002 0,05 
hsa-miR-1908  -0,990 1,074 -1,562 -0,417 0,002 0,05 
hsa-miR-885-5p  0,593 0,645 0,250 0,937 0,002 0,05 
hsa-miR-455-3p  0,686 0,747 0,287 1,084 0,002 0,05 
hsv2-miR-H25   -0,925 1,020 -1,469 -0,382 0,002 0,05 
hsa-miR-4285   -0,933 1,031 -1,482 -0384 0,003 0,05 
hsv1-miR-H7   -1,054 1,173 -1,679 -0,429 0,003 0,05 
hsa-miR-3202   -0,901 0,898 -1,380 -0,423 0,001 0,05 
hsa-miR-4306   -0,757 0,875 -1,223 -0,29 0,004 0,05 
hsa-miR-17-3p   0,453 0,532 0,170 0,737 0,004 0,05 
hsa-miR-3196  -0,864 1,015 -1,405 -0,323 0,004 0,05 
hsa-miR-29c-5p  0,364 0,428 0,136 0,592 0,004 0,05 
hsa-miR-194-5p  0,915 1,079 0,340 1,49 0,004 0,05 
hsa-miR-665   -1,001 1,187 -1,634 -0,369 0,004 0,05 
hsa-miR-26b-5p  0,703 0,836 0,258 1,149 0,004 0,05 
hsa-miR-27b-3p  0,637 0,759 0,233 1,042 0,004 0,05 
hsa-miR-25-5p   -0,452 0,541 -0,740 -0,163 0,004 0,05 
Tabelle 6: Vergleich der normalisierten mikroRNA-Expressionen zwischen tumorumgebenden und Tumorgewebe; t-Test für 
abhängige Stichproben (p<0,05); Darstellung der signifikantesten 20 von 108 mikroRNAs; , Mittelwert; σ, Standardabweichung; p 
nach Benjamini-Hochberg-Prozedur korrigiert 
Abbildung 7: Entscheidungsbaum, CART-Methode; Gesamtprozentsatz der richtigen Antworten 87,5%; Zuordnung zur jeweiligen 
Morphologie erfolgt nach den normalisierten Expressionen der mikroRNAs hsa-miR-194-5p und hsa-miR-4285; HCC (S), 
tumorumgebendes Gewebe; HCC (T), Tumorgewebe 
Aus Abbildung 7 ist zu entnehmen, dass in 14 von 16 tumorumgebenden und in 3 von 16 
Tumorproben die hsa-miR-194-5p höher exprimiert wird. Diese 17 Proben können anhand der hsa-
miR-4285 mit einem normalisierten Expressions-Cutoff von -0,878 weiter unterteilt werden, sodass 
bei 12 von 14 tumorumgebenden und bei keiner der 3 Tumorproben die Differenz größer ist als  
-0,878. Das Dendrogramm in Kombination mit den in Abbildung 8 dargestellten Boxplots zeigt eine 
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Zugehörigkeit der mikroRNAs zu den jeweiligen morphologischen Erscheinungen anhand ihrer 
normalisierten Expression. Je kleiner der Abstand bis zur Clusterbildung, desto ähnlicher sind die 
mikroRNAs in ihrer Expression. So werden beispielsweise die mikroRNAs hsa-miR30e-3p, hsa-
miR-122 und die hsa-miR-194-5p im tumorumgebenden Gewebe, im Gegensatz dazu die 
mikroRNAs hsa-miR-25-5p und hsa-miR-4306 im Tumorgewebe vermehrt exprimiert. 
Abbildung 8: oben: Dendrogramm der hierarchischen Clusteranalyse; die Verbindungslinien zeigen eine Clusterzugehörigkeit; 
unten links: Boxplot des oberen Clusters; unten rechts Boxplot des unteren Clusters 
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3.5.2 Tumorumgebendes und rein zirrhotisches Gewebe (aller Ätiologie) 
Bei dieser Vergleichskonfiguration wurden 22 Patienten mit einer reinen Leberzirrhose den 32 mit 
einem HCC, unabhängig von der Ätiologie, gegenübergestellt (Tabelle 7). Der zweiseitige t-Test 
ergab 25 signifikant unterschiedliche mikroRNAs, wobei der korrigierte p-Wert stets über 0,05 liegt. 
Die ersten 20 mikroRNAs sind in Tabelle 8 dargestellt. Die normalisierten Expressionen der hsa-
miR-1321, der hsa-miR-1285-3p und der hsa-miR-3941 zwischen tumorumgebenden und dem 
reinen zirrhotischen Gewebe unterscheiden sich mit einem p<0,01 am deutlichsten. Weiterhin 
erfolgte eine Analyse der laborklinischen Parameter und deren Integration in das hypothetische 
Modell. 
Der Test auf Normalverteilung für die klinischen Parameter zeigte, dass nur AP, Albumin und Alter 
normalverteilt sind (p=0,05). Nach Durchführung des zweiseitigen t-Tests bzw. des Mann-Whitney-
Tests zeigte sich, dass ASAT, gGT, AP und Albumin sich nicht als Differenzierungsmerkmale eignen 
(Tabelle 9). 
Morphologie 
Zirrhose HCC (umgebendes Gewebe) 
N  σ N in % N  σ N in % 
Ätiologie 
ethyltoxisch 16 72,7 14 43,8 
Hepatitis C 3 13,6 10 31,3 
Hepatitis B 1 4,5 7 21,9 
ethyltoxisch/HCV 1 4,5 0 0,0 
ethyltoxisch/HBV 1 4,5 1 3,1 
Geschlecht 
weiblich 4 3 
männlich 18 29 
Alter (Jahre) 49,9 9,5 60,6 5,8 
MELD-Score 17 6 14 7 
ALAT (ukat/l) 0,76 1,07 1,02 0,84 
ASAT (ukat/l) 1,74 3,72 1,34 1,04 
gGT (ukat/l) 1,51 0,95 2,69 2,19 
AP (ukat/l) 2,48 1,04 2,45 1,32 
Bilirubin (µmol/l) 88,01 109,34 52,77 130,70 
Albumin (g/l) 36,7 5,4 34,6 7,7 
AFP (ng/ml) 5,8 5,5 70,3 116,8 
Tabelle 7: Gegenüberstellung der laborchemisch-klinischen Parameter der Tumor- und Zirrhose-Patienten; HCV, Hepatitis C; HBV, 
Hepatitis B; HCC, Hepatozelluläres Karzinom; N, Anzahl; , Mittelwert; σ, Standardabweichung 
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95% Konfidenzintervall des Mittelwerts 
mikroRNA Morphologie N  σ p-Wert Korr. p-Wert Untergrenze Obergrenze 
hsa-miR-1321 Zirrhose 22 -0,172 0,297 
0,001 0,19 
-0,304 -0,041 
HCC (S) 32 0,119 0,300 0,011 0,227 
SNORD3 Zirrhose 22 -0,343 0,585 
0,001 0,19 
-0,603 -0,084 
HCC (S) 32 0,204 0,573 -0,003 0,411 
hsa-miR-1285-
3p Zirrhose 22 -0,207 0,411 0,005 0,43 
-0,389 -0,024 
HCC (S)) 32 0,133 0,414 -0,016 0,282 
hsa-miR-3941 Zirrhose 22 -0,218 0,526 
0,007 0,48 
-0,452 0,015 
HCC (S) 32 0,203 0,559 0,001 0,404 
SNORD10 Zirrhose 22 -0,110 0,418 
0,01 0,48 
-0,295 0,075 
HCC (S) 32 0,182 0,333 0,061 0,301 
hsa-let-7d-3p Zirrhose 22 -0,113 0,274 
0,02 0,48 
-0,234 0,009 
HCC (S) 32 0,080 0,300 -0,028 0,188 
hsa-miR-3680-
5p Zirrhose 22 -0,132 0,484 0,026 0,48 
-0,346 0,083 
HCC (S) 32 0,211 0,576 0,003 0,418 
hsv1-miR-H4-3p Zirrhose 22 -0,152 0,739 
0,026 0,48 
-0,479 0,176 
HCC (S) 32 0,348 0,817 0,053 0,643 
hsa-miR-668 Zirrhose 22 -0,086 0,375 
0,026 0,48 
-0,252 0,080 
HCC (S) 32 0,193 0,512 0,008 0,377 
hsa-miR-638 Zirrhose 22 0,043 0,684 
0,031 0,48 
-0,260 0,346 
HCC (S) 32 -0,339 0,496 -0,518 -0,160 
hsa-miR-1973 Zirrhose 22 -0,313 0,878 
0,026 0,48 
-0,702 0,076 
HCC (S) 32 0,203 0,765 -0,073 0,479 
hsa-miR-339-5p Zirrhose 22 -0,103 0,362 
0,032 0,48 
-0,226 0,058 
HCC (S) 32 0,097 0,254 0,005 0,189 
SNORD2 Zirrhose 22 -0,063 0,317 
0,038 0,48 
-0,204 0,078 
HCC (S) 32 0,135 0,347 0,010 0,261 
hsa-miR-943 Zirrhose 22 0,077 0,617 
0,035 0,48 
-0,196 0,351 
HCC (S) 32 -0,235 0,283 -0,337 -0,133 
hsa-miR-3667-
5p Zirrhose 22 -0,316 0,880 0,032 0,48 
-0,710 0,074 
HCC (S) 32 0,195 0,804 -0,095 0,485 
hsa-miR-483-5p Zirrhose 22 -0,179 0,373 
0,037 0,48 
-0,344 -0,135 
HCC (S) 32 0,046 0,385 -0,092 0,185 
hsa-miR-193b-
3p Zirrhose 22 -0,151 0,663 0,037 0,48 
-0,326 0,026 
HCC (S) 32 0,220 0,600 -0,081 0,331 
hsa-miR-3149 Zirrhose 22 -0,150 0,397 
0,042 0,48 
-0,063 0,305 
HCC (S) 32 0,125 0,571 -0,309 0,121 
hsa-miR-574-5p Zirrhose 22 -0,135 0,350 
0,043 0,48 
-0,290 0,020 
HCC (S) 32 0,086 0,432 -0,070 0,241 
SNORD13 Zirrhose 22 -0,060 0,485 
0,041 0,48 
-0,275 0,155 
HCC (S) 32 0,213 0,461 0,047 0,379 
Tabelle 8: Vergleich der normalisierten mikroRNA-Expressionen zwischen tumorumgebendem Gewebe und reiner Zirrhose; 
zweiseitiger t-Test unabhängiger Stichproben (p<0,05); Darstellung der signifikantesten 20 (25); HCC, Hepatozelluläres Karzinom; 
N, Anzahl; , Mittelwert; σ, Standardabweichung; S, tumorumgebend 
36 
Morphologie 
Shapiro-Wilk Überprüfung auf Signifikanz 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts 
Signifikanz N p-Wert Untergrenze Obergrenze 
MELD-Score 
Zirrhose 0,006 22 
0,05∘ 
13,02 19,28 
HCC (S) 0,013 31 10,59 15,84 
ALAT (ukat/l) 
Zirrhose 0,000 22 
0,006∘ 
0,26 1,30 
HCC (S)) 0,000 32 0,69 1,19 
ASAT (ukat/l) 
Zirrhose 0,000 22 
0,164∘ 
-0,02 3,63 
HCC (S)) 0,018 32 0,98 1,44 
gGT (ukat/l) 
Zirrhose 0,087 22 
0,063∘ 
1,06 1,99 
HCC (S) 0,000 31 1,64 3,31 
AP (ukat/l) 
Zirrhose 0,392 21 
0,921 
1,9371 2,8931 
HCC (S)) 0,097 32 1,85 2,74 
Bilirubin 
(µmol/l) 
Zirrhose 0,000 22 
0,002∘ 
34,00 141,55 
HCC (S) 0,000 31 18,90 41,68 
Albumin (g/l) 
Zirrhose 0,218 21 
0,241 
34,31 39,43 
HCC (S) 0,278 31 31,47 37,56 
AFP (ng/ml) 
Zirrhose 0,000 22 
<0,001∘ 
3,41 8,71 
HCC (S) 0,000 31 21,46 101,17 
Alter (Jahre) 
Zirrhose 0,422 22 
<0,001 
45,29 54,62 
HCC (S) 0,645 32 58,47 63,24 
Tabelle 9: Vergleich der laborchemisch-klinischen Parameter zwischen Tumor- und Zirrhose-Patienten; Shapiro-Wilk-Test auf 
Normalverteilung (p<0,05); zweiseitiger t-Test (p<0,05); ∘ Mann-Whitney-Test (p<0,05); N, Anzahl: S, tumorumgebend 
Die statistische Auswertung zeigte, dass die HCC-Patienten ein signifikant höheres Alter und einen 
signifikant höheren AFP-Wert als Zirrhose-Patienten hatten. Das Serum-Bilirubin war in der 
Zirrhose-Gruppe signifikant höher als in der HCC-Gruppe. 
Der Gesamtprozentsatz vor dem Einfluss der Variablen gibt den Anteil der HCC-Patienten an der 
untersuchten Kohorte an. Werden nun dem System die bereits oben erwähnten 20 mikroRNAs 
zugeführt, so beträgt die Trefferwahrscheinlichkeit 83,3 %, indem SNORD3, hsa-miR-1285-3p, hsa-
miR-339-5p, SNORD2, hsa-miR-943, hsa-miR-483-5p und SNORD13 die Regressionsgleichung 
bilden. 
Bei der Vielfalt der signifikanten klinischen und paraklinischen Parameter, die zur Differenzierung 
infrage kommen, hat sich auf Grund einer Analyse ergeben, dass Alter, AFP, Bilirubin und ALAT in 
90,4 % der Fälle am geeignetsten sind. Bei Berücksichtigung der aus den Regressionsanalysen 
hervorgegangenen Parameter, werden 94,3 % der durch die Pathologie gestellten Diagnosen 
bestätigt (Tabellen 10-13), wobei nur eine zirrhotische und zwei tumorumgebende Proben falsch 
zugeordnet worden. In der Kombination aus mikroRNAs und den klinischen und paraklinischen 
Parametern, die für die hohe Vorhersagewahrscheinlichkeit verantwortlich ist, befindet sich die hsa-
miR-943, die ALAT, das Alter sowie der AFP-Wert. Die in den Tabellen 11 und 13 dargestellten 
Odds Ratios (Exp(B)) geben an, wie sich die Chance auf das Erkennen einer tumorumgebenden 
Probe in Bezug auf das Expressionsverhalten des jeweiligen Parameters verhält. Ist die Odds Ratio 
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größer als 1, wie zum Beispiel beim Alter, so steigt die Chance für das Vorliegen einer 
tumorumgebenden Probe, wenn das Alter ebenfalls steigt. Für das Bilirubin (Tabelle 11) gilt das 
entsprechende inverse Verhalten. 
Wird zusätzlich zur letzten Regression eine Klassifizierung mittels Entscheidungsbaum 
durchgeführt wird eine Vorhersagewahrscheinlichkeit von 96,3 % erreicht, wobei nach Alter, AFP, 
hsa-miR-1285-3p und hsa-miR-943 unterschieden wurde (Abb. 9). 




Morphologie Prozentsatz der richtigen 




Zirrhose 0 22 0,0 Morpho-logie Zirrhose 0 22 0,0 
HCC (S) 0 32 100,0 ▪ HCC (S) 0 30² 100,0 




Zirrhose 17 5 77,3 Morpho-logie Zirrhose 19 3 86,4 
HCC (S) 4 28 87,5 ◊ HCC (S) 2 28 93,3 
Gesamtprozentsatz* 83,3 Gesamtprozentsatz* 90,4 
Tabelle 10: Klassifizierungstabellen für die mikroRNAs und die laborchemisch-klinischen Parameter vor (▪) und nach (◊) Einfluss 
der Variablen; a. Konstante in das Modell einbezogen; b. Der Trennwert lautet 0,5; HCC, Hepatozelluläres Karzinom; S, 
tumorumgebend; ² fehlender AFP- und Bilirubin-Wert bei jeweils einem Patienten; * Anteil der richtigen an möglichen Zuordnungen 














SNORD3 0,016 3527,041 4,548 2735506,512 ALAT (ukat/l) 0,038 4,909 1,094 22,028 
hsa-miR-1285-3p 0,02 38,341 1,781 825,535 Alter (Jahre) 0,006 1,405 1,104 1,789 
hsa-miR-339-5p 0,049 369,560 1,037 131683,798 AFP (ng/ml) 0,011 1,521 1,102 2,099 
SNORD2 0,057 0,0 0,000 1,281 Bilirubin (µmol/l) 0,054 0,966 0,932 1,001 
hsa-miR-943 0,005 0,004 0,000 0,186 Konstante 0,006 0 
hsa-miR-483-5p 0,063 29,672 0,831 1059,825 
SNORD13 0,085 0,056 0,002 1,496 
Konstante 0,118 2,259 
Tabelle 11: Darstellung der Variablen für die Regressionsgleichungen; links die entscheidenden mikroRNAs; rechts die 
laborchemischen Parameter; Exp(B), Odds Ratio 
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Klassifizierungstabellea,b 
Morphologie Prozentsatz der 
richtigen 
Zuordnungen Zirrhose HCC (S) 
▪ 
Morphologie Zirrhose 0 22 0,0 
HCC (S) 0 31 100,0 
Gesamtprozentsatz* 58,5 
◊ 
Morphologie Zirrhose 21 1 95,5 
HCC (S) 2 29 93,5 
Gesamtprozentsatz* 94,3 
Tabelle 12: Klassifizierungstabelle für die Fusions-Regressionsgleichung vor (▪) und nach (◊) Einfluss der Variablen; a. Konstante 
in das Modell einbezogen; b. Der Trennwert lautet 0,5; HCC, Hepatozelluläres Karzinom; S, tumorumgebend; * Anteil der richtigen 
an möglichen Zuordnungen 
Abbildung 9: Entscheidungsbaum: CART-Methode, Gesamtprozentsatz der richtigen Antworten 96,3%; Zuordnung zur jeweiligen 
Morphologie erfolgt nach dem Alter (in Jahren), AFP (ng/ml) und den normalisierten Expressionen der mikroRNAs hsa-miR-1285-3p 
und der hsa-miR-943; HCC (S), tumorumgebendes Gewebe; Ex, rein zirrhotisches Gewebe 
3.5.3 Tumor und rein zirrhotisches Gewebe (aller Ätiologie) 
Hier wurden 16 Tumorproben mit den bereits bekannten 22 rein zirrhotischen verglichen. Auf eine 
wiederholte Analyse der laborklinischen Parameter wird an dieser Stelle verzichtet, da die HCC-
Proben von den gleichen Patienten stammen wie die tumorumgebenden (Tabellen 9-11). Aus 
diesem Grund werden die gleichen  klinischen Parameter in die Gesamtregression und den 
Entscheidungsbaum eingeschlossen. Von den 275 normalverteilten mikroRNAs zeigten 46 
signifikante Unterschiede, wobei auch hier der korrigierte p-Wert stets über 0,05 liegt. Die ersten 20 
sind in Tabelle 14 dargestellt. Die wahrscheinlichsten Expressionsunterschiede zwischen 
Variablen in der Gleichung  
Sig. Exp(B) 95% Konfidenzintervall für EXP(B) 
Unterer Wert Oberer Wert 
ALAT (ukat/l) ,057 7,624 0,941 61,786 
Alter ( in Jahren) ,012 1,662 1,118 2,469 
AFP (ng/ml) ,027 1,827 1,070 3,120 
hsa-miR-943 ,020 0,002 0,000 0,358 
Konstante ,012 ,000 
Tabelle 13: Darstellung der Variablen für die Fusions-Regressionsgleichung; Exp(B), Odds Ratio 
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zirrhotischem und HCC-Gewebe zeigen die mikroRNAs hsa-miR-3178, hsa-miR-378c und hsa-miR-
885-5p. 
Gruppenstatistiken 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts 
Morphologie N  σ p-Wert 
korr. p-
Wert Untergrenze Obergrenze 
hsa-miR-3178 
Zirrhose 22 -0,29 0,55 
0,002 0,25 
-0,53 -0,04 
HCC 16 0,57 0,86 0,11 1,03 
hsa-miR-378c 
Zirrhose 22 0,23 0,62 
0,002 0,25 
-0,05 0,07 
HCC 16 -0,41 0,56 -0,71 -0,11 
hsa-miR-885-5p 
Zirrhose 22 0,20 0,47 
0,002 0,25 
-0,01 0,41 
HCC 16 -0,34 0,53 -0,62 -0,06 
hsa-miR-139-5p 
Zirrhose 22 0,15 0,47 
0,004 0,25 
-0,06 0,36 
HCC 16 -0,57 0,79 -0,99 -0,15 
hsa-miR-3915 
Zirrhose 22 -0,27 0,47 
0,007 0,296 
-0,48 -0,06 
HCC 16 0,33 0,70 -0,04 0,70 
hsa-miR-30e-3p 
Zirrhose 22 0,10 0,48 
0,008 0,296 
-0,11 0,31 
HCC 16 -0,55 0,81 -0,98 -0,12 
hsa-miR-424-5p 
Zirrhose 22 0,19 0,58 
0,009 0,296 
-0,06 0,45 
HCC 16 -0,55 0,93 -1,05 -0,06 
hsa-miR-200b-3p 
Zirrhose 22 0,24 0,65 
0,01 0,296 
-0,05 0,53 
HCC 16 -0,59 1,04 -1,14 -0,03 
hsa-miR-1297 
Zirrhose 22 0,20 0,57 
0,011 0,296 
-0,05 0,45 
HCC 16 -0,48 0,86 -0,94 -0,02 
hsa-miR-26b-5p 
Zirrhose 22 0,14 0,45 
0,016 0,296 
-0,06 0,34 
HCC 16 -0,52 0,92 -1,00 -0,03 
hsa-miR-3611 
Zirrhose 22 -0,31 0,63 
0,017 0,296 
-0,59 -0,03 
HCC 16 0,37 0,92 -0,12 0,86 
hsa-miR-4285 
Zirrhose 22 -0,28 1,11 
0,019 0,296 
-0,77 0,21 
HCC 16 0,61 1,09 0,03 1,12 
hsa-miR-194-5p 
Zirrhose 22 0,13 0,58 
0,02 0,296 
-0,13 0,38 
HCC 16 -0,48 0,85 -0,93 -0,03 
hsa-miR-192-5p 
Zirrhose 22 0,14 0,66 
0,02 0,296 
-0,15 0,43 
HCC 16 -0,57 1,00 -1,10 -0,04 
hsa-miR-518e-5p∘ 
Zirrhose 22 -0,21 0,61 
0,021 0,296 
-0,48 0,06 
HCC 16 0,44 0,92 -0,05 0,93 
hsa-miR-378a-3p 
Zirrhose 22 0,08 0,67 
0,021 0,296 
-0,22 0,38 
HCC 16 -0,35 0,44 -0,59 -0,12 
hsa-miR-4306 
Zirrhose 22 -0,15 0,65 
0,024 0,296 
-0,43 0,14 
HCC 16 0,44 0,82 0,00 0,88 
hsa-miR-1913 
Zirrhose 22 0,13 0,43 
0,029 0,296 
-0,06 0,32 
HCC 16 -0,17 0,35 -0,35 0,01 
hsa-miR-122-3p 
Zirrhose 22 0,13 0,78 
0,024 0,296 
-0,21 0,48 
HCC 16 -0,75 1,30 -1,44 -0,05 
hsv2-miR-H25 
Zirrhose 22 -0,21 1,06 
0,026 0,296 
-0,68 0,26 
HCC 16 0,60 1,06 0,04 1,16 
Tabelle 14: Vergleich der normalisierten mikroRNA-Expressionen zwischen Tumorgewebe und reiner Zirrhose; zweiseitiger t-Test 
unabhängiger Stichproben (p<0,05); Darstellung der signifikantesten 20 (46); HCC, Hepatozelluläres Karzinom; N, Anzahl; , 
Mittelwert; σ, Standardabweichung 
Die logistische Regressionsanalyse zeigt, dass sich mit den Expressionsmustern der mikroRNAs 
hsa-miR-3178, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-4285 und der hsv2-miR-H25 81,6 % der morphologisch 
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diagnostizierten Tumorgewebe bestätigen lassen. Lediglich zwei zirrhotische Gewebe wurden als 
falsch positiv und 5 HCC-Proben als falsch negativ eingeordnet (Tabellen 15 und 16). Hsa-miR-
3178 und hsa-miR-4285 erhöhen mit steigendem Expressionswert die Chance auf das Vorliegen 
eines HCC bei einem Exp(B) > 1, wohingegen hsv2-miR-H25 die Chance, mit sinkender Expression, 
bei einem Exp(B) < 1 vermindert. Die durchschnittliche Expression der hsa-miR-200b-3p im 
Tumorgewebe liegt bei -0,59, sodass in diesem Fall eine geringe Expression (Exp(B) < 1) ein 
HCC-Auftreten wahrscheinlicher macht.  
Klassifizierungstabelle für die mikroRNAs a,b 
Morphologie Prozentsatz der richtigen 
Zuordnungen Zirrhose HCC 
▪ 
Morphologie Zirrhose 0 22 0,0 
HCC 0 16 100,0 
Gesamtprozentsatz* 42,1 
◊ 
Morphologie Zirrhose 20 2 90,9 
HCC 5 11 68,8 
Gesamtprozentsatz* 81,6 
Tabelle 15: Klassifizierungstabellen für die mikroRNAs vor (▪) und nach (◊) Einfluss der Variablen; a. Konstante in das Modell 
einbezogen; b. Der Trennwert lautet 0,5; HCC, Hepatozelluläres Karzinom; * Anteil der richtigen an möglichen Zuordnungen 
Variablen in der Gleichung 
Sig. Exp(B) 
95% Konfidenzintervall für EXP(B) 
Unterer Wert Oberer Wert 
hsa-miR-3178 0,011 25,621 2,080 315,641 
hsa-miR-200b-3p 0,019 0,108 0,017 0,692 
hsv2-miR-H25 0,047 0,007 0,000 0,943 
hsa-miR-4285 0,063 53,382 0,801 3557,906 
Konstante 0,630 0,796 
Tabelle 16: Darstellung der mikroRNAs für die Regressionsgleichung; Exp(B), Odds Ratio 
Nach dem Zusammenführen der vier mikroRNAs und der signifikantesten klinischen und 
paraklinischen Parameter (Alter, AFP und ALAT) aus Kapitel 3.5.2 (Tabelle 11) wird eine 
Vorhersagewahrscheinlichkeit von 91,9 % erreicht (Tabellen 17 und 18). Einzig ein Tumor- und zwei 
Zirrhosepatienten wurden mit diesen Parametern als solche nicht erkannt. 
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Klassifizierungstabelle-Gesamta,b 
Morphologie Prozentsatz der richtigen 
Zuordnungen Zirrhose Tumor 
▪ 
Morphologie Zirrhose 0 22 0,0 
HCC 0 15 100,0 
Gesamtprozentsatz* 40,5 
◊ 
Morphologie Zirrhose 20 2 90,9 
HCC 1 14 93,3 
Gesamtprozentsatz* 91,9 
Tabelle 17: Klassifizierungstabelle für die Fusions-Regressionsgleichung vor (▪) und nach (◊) Einfluss der Variablen; a. Konstante 
in das Modell einbezogen; b. Der Trennwert lautet 0,5; HCC, Hepatozelluläres Karzinom; * Anteil der richtigen an möglichen 
Zuordnungen 
Variablen in der Gleichung 
Sig. Exp(B) 
95% Konfidenzintervall für EXP(B) 
Unterer Wert Oberer Wert 
hsa-miR-200b-3p 0,069 0,249 0,055 1,116 
hsa-miR-3178 0,064 9,872 0,873 111,618 
AFP (ng/ml) 0,156 1,145 0,949 1,381 
Alter (Jahre) 0,047 1,293 1,004 1,665 
Konstante 0,036 0,000 
Tabelle 18: Darstellung der Variablen für die Fusions-Regressionsgleichung; Sig., Signifikanz; Exp(B), Odds Ratio 
Auch hier wird zur Ergänzung der Regression eine Entscheidungsbaumklassifikation durchgeführt 
(Abb. 10). Im Gegensatz zur Regression wird anstelle des AFP das Bilirubin dazu herangezogen. 
Es zeigte sich, dass mit Einschluss des AFP (Cutoff 4,2 ng/ml) der Baum nach der zweiten 
Aufzweigung mit einem Gesamtprozentsatz von 89,5 % abgebrochen werden muss, da unter 
diesem Cutoff keine weitere Gruppentrennung mehr möglich ist, sodass gegen den Einschluss des 
AFP entschieden wurde. Zunächst werden die Patienten nach ihrem Alter eingeteilt, dabei zeigte 
sich, dass 13 von 22 Zirrhosepatienten jünger als 52,29 Jahre, währenddessen alle Tumorpatienten 
älter waren. Die nun verbliebenen Zirrhose- und alle Tumorpatienten wurden anhand der 
normalisierten Expression der hsa-miR-3178 in ihren Leberproben weiter unterteilt. Alle 16 Tumor- 
und 5 Zirrhoseproben zeigten eine vermehrte Expression dieser mikroRNA. In zwei von 9 
Zirrhoseproben betrug die normalisierte Expression der hsa-miR-200b-3p > 1,138, in den übrigen 
sowie in allen Tumorproben war sie niedriger. Schließlich gelang die Differenzierung der 16 Tumor- 
von den drei Zirrhoseproben bzw. Patienten aufgrund des Bilirubin-Cutoffs von 45 µmol/l. Bei 13 
von 16 Tumorpatienten war der Bilirubinspiegel kleiner als der Cutoff. Damit lassen sich am Ende   
92,1 % der durch die Pathologie gestellten Diagnosen mit dem Entscheidungsbaum bestätigen. 
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Abbildung 50: Entscheidungsbaum: CRT-Methode, Gesamtprozentsatz der richtigen Antworten 92,1%; Zuordnung zur jeweiligen 
Morphologie erfolgt nach dem Alter (Jahre), den normalisierten Expressionen der mikroRNAs hsa-miR-3178, hsa-miR-200b-3p und 
dem Bilirubin (µmol/l); HCC (S), tumorumgebendes Gewebe; Ex, zirrhotisches Gewebe 
3.5.4 Virale und ethyltoxische Genese – HCC-umgebendes Gewebe 
Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse aus der Gegenüberstellung von 17 viralen und 14 
ethyltoxisch bedingten Krebserkrankungen dargestellt. Aus Tabelle 19 sind die klinischen und 
paraklinischen Parameter ersichtlich. Der zweiseitige t-Test ergab, dass sich die tumorumgebenden 
Gewebe in normalisierten Expressionen von nur fünf mikroRNAs - der hsa-miR-210, der hsa-miR-
1248, der SNORD12, der hsa-miR-20b-5p und der hsa-miR-139-5p - unterscheiden. Bei der 
Analyse der klinischen und paraklinischen Parameter zeigte nur ALAT einen signifikanten 
Unterschied (p=0,028). Zur Regressionsanalyse wurde noch zusätzlich der MELD-Score (p=0,09) 
hinzugezogen. Diese beiden Parameter wurden auch in Fall V verwendet, da eine separate 
Auswertung nicht erfolgen wird (vgl. Fall II und III). Wie ebenfalls aus Tabelle 19 ersichtlich wird, ist 
der Anteil der Patienten, die innerhalb der Milan-Kriterien transplantiert wurden, mit 71,4 % und 
70,6 % beinahe identisch. 
Die Ergebnisse des Tests auf Normalverteilung, des t- und des Mann-Whitney-Tests sind in den 
Tabellen 20 und 21 zusammengefasst. Nur die alkalische Phosphotase (AP) und das Albumin 




N  σ N in % N  σ N in % 
Ätiologie [genau] 
ethyltoxisch 14 100,0% 0 0,0% 
Hepatitis C 0 0,0% 10 58,8% 
Hepatitis B 0 0,0% 7 41,2% 
Geschlecht 
weiblich 0 3 
männlich 14 14 
Alter (Jahre) 60,54 4,09 60,43 7,07 
MELD-Score 13* 16,08 7,97 17 11,35 6,28 
ALAT (ukat/l) 0,67 0,31 1,34 1,03 
ASAT (ukat/l) 1,03 0,32 1,63 1,34 
gGT (ukat/l) 2,95 1,83 2,59 2,53 
AP (ukat/l) 2,59 1,18 2,36 1,48 
Bilirubin (µmol/l) 39,68 35,31 63,78 175,53 
Albumin (g/l) 33,00 8,10 35,70 7,50 
AFP (ng/ml) 73,06 125,49 71,02 116,70 
Milan-Kriterien 
außerhalb 4 28,6% 5 29,4% 
innerhalb 10 71,4% 12 70,6% 
Tabelle 19: Gegenüberstellung der laborchemisch-klinischen Parameter bei ethyltoxischer und viraler Genese des HCCs; N, 
Anzahl; , Mittelwert; σ, Standardabweichung; * Wert konnte mangels Labor nicht berechnet werden 
Gruppenstatistiken 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts 
Ätiologie N  σ p-Wert korr. p-Wert Untergrenze Obergrenze 
hsa-miR-210 
ethyltoxisch 14 0,34 0,56 
0,02 0,985 
0,020 0,664 
viral 17 -0,11 0,41 -0,320 0,105 
hsa-miR-
1248 
ethyltoxisch 14 -0,12 0,45 
0,025 0,985 
-0,377 0,144 
viral 17 0,29 0,51 0,031 0,556 
SNORD12 
ethyltoxisch 14 -0,09 0,21 
0,041 0,985 
-0,216 0,032 
viral 17 0,10 0,28 -0,046 0,243 
hsa-miR-
20b-5p 
ethyltoxisch 14 -0,15 0,51 
0,048 0,985 
-0,444 0,146 
viral 17 0,27 0,62 -0,048 0,592 
hsa-miR-
139-5p 
ethyltoxisch 14 0,39 0,53 
0,049 0,985 
0,085 0,699 
viral 17 0,04 0,38 -0,157 0,235 
Tabelle 20: Vergleich der normalisierten mikroRNA-Expressionen im tumorumgebenden Gewebe zwischen viraler und 








95% Konfidenzintervall des 
Mittelwerts 
Signifikanz N p-Wert Untergrenze Obergrenze 
MELD-Score ethyltoxisch 0,617 13 0,09 
12,02 21,81 
viral 0,048 17 7,64 12,36 
ALAT (ukat/l) ethyltoxisch 0,025 14 0,028∘ 
0,48 0,90 
viral 0,026 17 0,74 1,60 
ASAT (ukat/l) ethyltoxisch 0,047 14 0,226∘ 
0,82 1,26 
viral 0,044 17 1,00 1,77 
gGT (ukat/l) ethyltoxisch 0,064 14 0,43∘ 
1,51 3,53 
viral 0,000 16 1,10 3,99 
AP (ukat/l) ethyltoxisch 0,465 14 0,63 
1,83 2,94 
viral 0,086 17 1,49 3,02 
Bilirubin 
(µmol/l) 
ethyltoxisch 0,046 13 0,187∘ 
19,73 64,87 
viral 0,001 17 8,68 31,93 
Albumin (g/l) ethyltoxisch 0,729 14 0,35 
27,55 38,08 
viral 0,079 16 31,38 39,99 
AFP (ng/ml ethyltoxisch 0,000 13 0,95∘ 
-7,11 158,89 
viral 0,000 17 7,42 97,26 
Alter (Jahre) ethyltoxisch 0,997 14 0,96∘ 
58,25 63,58 
viral 0,262 17 56,29 64,65 
Tabelle 21: Vergleich der laborchemisch-klinischen Parameter zwischen Patienten mit viraler und ethyltoxischer Genese des 
Hepatozellulären Karzinoms; Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung (p<0,05); zweiseitiger t-Test (p<0,05); ∘ Mann-Whitney-Test 
(p<0,05); N, Anzahl 
Der Gesamtprozentsatz vor dem Einfluss der Variabel gibt den Anteil der viralen HCC-Patienten an 
der untersuchten Kohorte an, deren Tumorerkrankung aufgrund einer viralen Hepatitis entstanden 
ist. Werden nun dem System die bereits oben erwähnten mikroRNAs zugeführt, beträgt die 
Trefferwahrscheinlichkeit 77,4 %. 
Bei der Analyse der klinischen und paraklinischen Parameter ergibt sich eine 
Vorhersagegenauigkeit von 76,7 % (Tabellen 22 und 23). 
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Klassifizierungstabelle der mikroRNAs a,b Klassifizierungstabelle der klinischen Parameter a,b 
Ätiologie Prozentsatz der 
richtigen 
Zuordnungen 










ethyltoxisch 0 14 0 Ätiolo-
gie 
ethyltoxisch 0 13 0 
viral 0 17 100 ▪ viral 0 17 100 




ethyltoxisch 9 5 64,3 Ätiolo-
gie 
ethyltoxisch 9 4 69,2 
viral 2 15 88,2 ◊ viral 3 14 82,4 
Gesamtprozentsatz* 77,4 Gesamtprozentsatz* 76,7 
Tabelle 22: Klassifizierungstabellen für die mikroRNAs und die laborchemisch-klinischen Parameter vor (▪) und nach (◊) Einfluss 
der Variablen; a. Konstante in das Modell einbezogen; b. Der Trennwert lautet 0,5; * Anteil der richtigen an möglichen 
Zuordnungen 
Variablen in der Gleichung Variablen in der Gleichung 
Sig. Exp(B) 
95% Konfidenzintervall 




Wert Oberer Wert Unterer Wert Oberer Wert 
hsa-miR-210 0,017 0,019 0,001 0,491 MELD-Score 0,088 0,874 0,749 1,02 
hsa-miR-20b-5p 0,023 24,199 1,543 379,476 ALAT (ukat/l) 0,076 4,849 0,848 27,711 
Konstante 0,62 1,27 Konstante 0,645 1,778 
Tabelle 23: Darstellung der Variablen für die Regressionsgleichungen links die entscheidenden mikroRNAs; rechts die 
laborchemischen Parameter; Exp(B), Odds Ratio 
Anhand der Regressionsanalyse von ALAT, hsa-miR-210 und hsa-miR-20b-5p liegt die 
Entscheidung in 83,3 % der Fälle bei viralen Genese des tumorumgebenden Gewebes. Das macht 
einen Vorhersageplus von 5,9 % im Vergleich zur reinen mikroRNA- und 6,6 % zur reinen klinischen 
und paraklinischen Analyse aus (Tabelle 24). 
Klassifizierungstabelle-Gesamta,b 
Ätiologie Prozentsatz der richtigen 
Zuordnungen ethyltoxisch viral 
▪ 
Ätiologie ethyltoxisch 0 13 0,0 
viral 0 17 100,0 
Gesamtprozentsatz* 54,8 
◊ 
Ätiologie ethyltoxisch 11 2 84,6 
viral 3 14 82,4 
Gesamtprozentsatz* 83,3 
Tabelle 24: Klassifizierungstabelle für die Fusions-Regressionsgleichung vor (▪) und nach (◊) Einfluss der Variablen; a. Konstante 
in das Modell einbezogen; b. Der Trennwert lautet 0,5; Klassifizierungsätiologie: viral; * Anteil der richtigen an möglichen 
Zuordnungen
Variablen in der Gleichung - gesamt - 
Sig. Exp(B) 
95% Konfidenzintervall für EXP(B) 
Unterer Wert Oberer Wert 
ALAT (ukat/l) 0,117 4,941 0,669 36,463 
hsa-miR-210 0,077 0,043 0,001 1,403 
hsa-miR-20b-5p 0,031 36,824 1,404 966,158 
Konstante 0,149 0,154 
Tabelle 25: Darstellung der Variablen für die Fusions-Regressionsgleichung; Exp(B), Odds Ratio; Klassifizierungsätiologie: virale 
Genese 
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Die ergänzend durchgeführte Entscheidungsbaum-Klassifikation würde mit hsa-miR-210 und der 
ALAT 83,9 % der Patienten richtig zuordnen (Abb. 11), wobei zunächst ein normalisierter 
Expressions-Cutoff von 0,359 festgelegt wird. In 15 von 17 viralen tumorumgebenden Proben und 
in 5 von 14 ethyltoxischen liegt die Differenz unter dem Grenzwert. Diese Gruppe wird dann anhand 
des ALAT-Serumspiegels weiter unterteilt. So liegt diese bei 86,6 % der viralen und nur bei 20 
ethyltoxischen Proben über 0,616 ukat/l. Bei 61,5 % von 86,6 % liegt wiederum die normalisierte 
Expression der hsa-miR-210 über dem Cutoff von -0,292. 
Abbildung 11: Entscheidungsbaum: CRT-Methode, Gesamtprozentsatz der richtigen Antworten 83,9%; Zuordnung zur jeweiligen 
Ätiologie erfolgt nach der normalisierten Expression der mikroRNAs hsa-miR-210 und  der ALAT (ukat/l)  
Die Clusteranalyse zeigt, dass sich die fünf mikroRNAs in zwei Gruppen teilen lassen, wobei anhand 
der Boxplots ersichtlich wird, in welchen normalisierten Expressionsbereichen sie sich befinden 
(Abb. 12). So besitzt die normalisierte Expression der SNORD2, der hsa-miR-20b-5p und der hsa-
miR-1248 in den viralen Proben höhere bzw. positivere Werte als in den ethyltoxischen, d.h., die 
Expression der jeweiligen mikroRNAs ist im viralen, tumorumgebenden Gewebe höher. Für die hsa-
miR-210 und die hsa-miR-139-5p verhält es sich invers. Ungeachtet dessen ist ihre Ähnlichkeit bzgl. 
der Expressionsstärke in dem jeweiligen Gewebe auf Grund eines enormen Abstands im 
Dendrogramm eher gering. 
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Abbildung 62: oben Dendrogramm der hierarchischen Clusteranalyse, die Verbindungslinien zeigen eine Clusterzugehörigkeit; 
unten links Boxplot des oberen Clusters, unten rechts Boxplot des unteren Clusters 
3.5.5 Virale und ethyltoxische Genese – HCC-Gewebe 
Von den 32 untersuchten Patienten, die aufgrund eines Hepatozellulären Karzinoms transplantiert 
worden sind, konnten nur neun Proben von an Hepatitis Erkrankten und sieben von Patienten 
gewonnen werden, deren HCC wegen einer ethyltoxischen Leberzirrhose entstanden ist. 
Der zweiseitige t-Test der 275 mikroRNAs ergab drei signifikant unterschiedliche mikroRNAs, wobei 
die signifikanteste – hsa-miR-144-3p – einen korrigierten p-Wert von 0,04 erreicht hat (Tabelle 26). 
Auf eine wiederholte Analyse der laborklinischen Parameter wird an dieser Stelle verzichtet, da die 
HCC-Proben von gleichen Patienten stammen wie die tumorumgebenden (Tabellen 21-23). 
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Ätiologie 
95% Konfidenzintervall des 
Mittelwerts 
N  σ p-Wert korr.     p-Wert Untergrenze Obergrenze
hsa-miR-144-3p ethyltoxisch 7 -0,87 0,61 
<0,001 0,044  
-1,443 -0,306 
viral 9 0,55 0,71 0,008 1,101 
hsa-miR-505-5p ethyltoxisch  7 0,12 0,17
0,015 0,212 
-0,035 0,274 
viral 9 -0,11 0,16 -0,231 0,009 
hsa-miR-92b-3p ethyltoxisch  7 -0,16 0,16
0,032 0,212 
-0,313 -0,013 
viral 9 0,16 0,35 -0,111 0,429 
Tabelle 26: Vergleich der normalisierten mikroRNA-Expressionen im Tumorgewebe zwischen viraler und ethyltoxischer Genese; 
zweiseitiger t-Test (p<0,05); Darstellung der fünf signifikanten mikroRNAs; N, Anzahl; , Mittelwert; σ, Standardabweichung 
Der Anteil der untersuchten Tumorproben mit einer viralen Genese beträgt 56,3 %. Werden dem 
System die bereits oben erwähnten mikroRNAs zugeführt, steigt die Trefferwahrscheinlichkeit auf 
81,3 %, wobei nur die hsa-miR-144-3p zur ätiologischen Unterscheidung des HCC geeignet ist. 
(Tabellen 27 und 28). 
Klassifizierungstabelle der mikroRNAs a,b 
Ätiologie Prozentsatz der richtigen 
Zuordnungen ethyltoxisch viral 
▪ 
Ätiologie ethyltoxisch 0 7 0,0 
viral 0 9 100,0 
Gesamtprozentsatz* 56,3 
◊ 
Ätiologie ethyltoxisch 5 2 71,4 
viral 1 8 88,9 
Gesamtprozentsatz* 81,3 
Tabelle 27: Klassifizierungstabelle für die mikroRNAs vor (▪) und nach (◊) Einfluss der Variablen; a. Konstante in das Modell 
einbezogen; b. Der Trennwert lautet 0,5; Klassifizierungsätiologie: virale Genese; * Anteil der richtigen an möglichen Zuordnungen 
Variablen in der Gleichung 
Sig. Exp(B) 
95% Konfidenzintervall für EXP(B) 
Unterer Wert Oberer Wert 
hsa-miR-144-3p 0,108 388,394 0,270 558909,716 
Konstante 0,216 3,971 
Tabelle 28: Darstellung der mikroRNA hsa-miR-144-3p als einzige Variable für die mikroRNA-Regressionsgleichung; Exp(B), Odds 
Ratio 
Das Resultat der Klassifikation mit dem Entscheidungsbaum zeigt ebenfalls, dass anhand der hsa-
miR-144-3p am besten zwischen viraler und ethyltoxischer Genese des HCC differenziert werden 
kann (Abb. 13). So liegt die normalisierte Expression in 8 von 9 Tumorproben der viralen Genesen 
über dem vorgeschlagenen Cutoff -0,104. Mit diesem Wert kann man 93,8% der untersuchten 
Tumorproben ihrer Ätiologie richtig zuordnen. 
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Abbildung 73: Entscheidungsbaum; CRT-Methode, Gesamtprozentsatz der richtigen Antworten 93,8%; Zuordnung des 
Tumorgewebes zur jeweiligen Ätiologie erfolgt nach der normalisierten Expression der mikroRNA hsa-miR-144-3p 
Der in Abb. 14 dargestellte Boxplot zeigt, dass die hsa-miR-144-3p nicht nur im Vergleich zwischen 
viraler und ethyltoxischer Genese, sondern auch bei Hepatitis C- und B-Infektion unterschiedlich 
exprimiert wird. Der einfaktorielle ANOVA-Test mit Mehrfachvergleichen nach Bonferroni zeigt 
signifikante normalisierten Expressionen und somit signifikante Unterschiede in der tatsächlichen 
Expression zwischen den beiden Gruppen, aber auch zwischen Hepatitis C und ethyltoxischer 
Genese (Tabellen 29 und 30). Der F-Wert in Tabelle 29 ist der Quotient aus der Schätzung der 
Varianz zwischen den unterschiedenen und der Schätzung der Varianz innerhalb der Gruppen. Ist 
der F-Bruch dagegen größer als 1, spricht dies dafür, dass sich die Gruppenmittelwerte signifikant 
voneinander unterscheiden. 





Quadrate F Signifikanz 
hsa-miR-144-3p Zwischen den Gruppen 9,115 2 4,558 11,291 0,001 
Innerhalb der Gruppen 5,248 13 ,404 
Gesamt 14,363 15 
Tabelle 29: Einfaktorieller ANOVA-Test (p<0,05) zwischen viraler und ethyltoxischer Genese; df, Freiheitsgrade; F, Quotient aus 
der Varianz zwischen den und innerhalb der Gruppen 
Mehrfachvergleiche 
(I) Ätiologie (J) Ätiologie Mittlere Differenz (I-J) Standardfehler Signifikanz 95%-Konfidenzintervall 
Untergrenze Obergrenze 
ethyltoxisch 
Hepatitis C -1,738* 0,372 0,001 -2,759 -0,716 
Hepatitis B -1,045 0,398 0,063 -2,138 0,048 
Hepatitis C bedingt 
ethyltoxisch 1,738* 0,37 0,001 0,716 2,759 
Hepatitis B 0,693 0,426 0,384 -0,478 1,863 
Hepatitis B bedingt 
ethyltoxisch 1,045 0,398 0,063 -0,048 2,138 
Hepatitis C -0,693 0,426 0,384 -1,863 0,478 
Tabelle 30: Mehrfachvergleich zwischen ethyltoxischer Genese, Hepatitis C- und B-Infektion; abhängige Variable: hsa-miR-144-3p; 
Bonferroni; * die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0,05 signifikant 
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4. Diskussion
Das Hepatozelluläre Karzinom gehört zu den zweithäufigsten Krebstodesursachen in der Welt. Das 
Gesamtverhältnis von Mortalität und Inzidenz liegt derzeit bei 0,9510. Der kurative Therapieansatz 
beinhaltet chirurgische Resektion, RFA und, beim HCC in Zirrhose, die Transplantation, die die 
besten Ergebnisse hinsichtlich des 5-Jahres-Überlebens betroffener Patienten mit 71%45 verspricht, 
so lange die Milan-Kriterien erfüllt werden. Die Therapie des HCC geht bei einer Transplantation mit 
einer hohen psychischen und physischen Belastung des Patienten und dessen Angehörigen einher. 
Auch die damit verbundene Belastung des Gesundheitssystems ist laut Barmer GEK (Gmünder 
Ersatzkasse) mit geschätzten 89.000 Euro pro Transplantation und einer mittleren Verweildauer von 
52 Tagen46 ein Faktor, der nicht unterschätzt werden darf. Daher ist es wichtig, kosteneffiziente und 
gleichzeitig wirkungsvolle Diagnostikmethoden sowie Therapiemöglichkeiten des HCC zu 
entwickeln und diese zu etablieren. Die bis heute verfügbaren Methoden zur Früherkennung und 
Diagnostik des HCC sind noch unbefriedigend, obwohl sie eine immense Bedeutung für spätere 
Therapieentscheidungen haben. Im Rahmen der üblichen Früherkennung bzw. der Detektion der 
Lebererkrankungen wird auf die bildgebenden Verfahren, wie MRT, CT und Ultraschall sowie auf 
die Bestimmung des AFP im Serum zurückgegriffen. Die Ergebnisse, vor allem der 
Ultraschalluntersuchung, sind von der Erfahrung des untersuchenden Radiologen bzw. vom 
Stadium der Erkrankung und ihrer Ursache geprägt. So fehlt bei manchen HCCs die arterielle 
Hypervaskularisation und damit das charakteristische „wash out“-Phänomen in der portalen 
Phase1,47. Darüber hinaus reicht laut Lencioni et al.47 die Sensitivität der Sonographie von 20 % bis 
70 %, die der Computertomographie von 52 % bis 79 %, die der Magnetresonanztomographie ohne 
Kontrastmittel von 33 % bis 78 % und mit von 72 % bis 90 %. Eine retrospektive Untersuchung 
bewies, dass im Falle eines kleinen HCC das AFP nur in  33 % bis 65 % der Fälle erhöht war48,49. 
Andererseits ließen laborchemische Untersuchungen von Hepatitis- bzw. Zirrhosepatienten 
ebenfalls erhöhte AFP-Werte erkennen50. Dennoch sind Hashem et al.33 davon überzeugt, dass ein 
auf dem AFP basierendes Modell zur Diagnose des HCC zukunftsweisend sei. Dieses Modell beruht 
zusätzlich auf der Thrombozytenzahl, der Serumkonzentration der ALAT und auf dem Alter des 
Patienten. Mit Hilfe von logistischen Regressionen wurden die unterschiedlichen Grenzwerte dieser 
Parameter und deren Interaktionsergebnisse im Hinblick auf die HCC-
Vorhersagewahrscheinlichkeit bei einer Hepatitis C-Infektion berechnet. So liegt beispielsweise die 
Wahrscheinlichkeit für einen 70-jährigen Patienten mit einem AFP von 120ng/ml im Serum, einer 
ALAT von 40 IU/l und einer Thrombozytenzahl von 100.000/µl, in 6 Monaten ein HCC zu entwickeln 
bei 29 %. 
Liegt eine Hepatitis C bedingte Zirrhose vor, beträgt die Inzidenz für ein HCC 3,7 pro 100 
Patientenjahren mit einem 5-Jahresrisiko von 17 %. Hepatitis B-Patienten mit einer Zirrhose 
unterliegen einem HCC-Risiko von 10% und einer Inzidenz von 2,2 pro 100 Patientenjahre, um ein 
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HCC zu entwickeln. Die Neuerkrankungsrate wegen einer ethyltoxischen Leberzirrhose liegt 
andererseits bei nur 0,2-1,7 pro 100 Patientenjahre51. Dadurch wird deutlich, dass Hepatitis-
Patienten eindeutig zu den risikoreichen Gruppen gehören. Aus diesem Grund sollte zwischen einer 
viralen und einer durch Alkoholabusus bedingten Hepatitis differenziert werden. Obwohl sich das 
makroskopische Bild virusbedingter Leberzirrhosen weitestgehend identisch darstellt, 
unterscheiden sich diese hinsichtlich ihrer Pathogenese1. So interagiert das HCV-Core-Protein mit 
Tumorsupressorgenen, wie dem p53 und p73 und führt damit zu einer verminderten Apoptose der 
infizierten Hepatozyten. Über die Interaktionen mit dem Wnt/β-catenin-, Raf/MAPK- und PPARα-
Weg kommt es zur verstärkten Zellproliferation bei gleichzeitig verminderter Differenzierung der 
Zellen52. Zusätzlich führt die vermehrte Ansammlung von Sauerstoffradikalen zur Instabilität des 
Genoms52. Diese Prozesse bewirken letztlich die Entstehung eines HCC52. Im Gegensatz dazu 
induzieren die Proteine des Hepatitis B-Virus die Bildung des Cytochrom C und TGF-β und führen 
somit zur Apoptose der Leberzellen und einer verstärkten Fibrosierung. Durch die Integration der 
HBV-DNA in die der Hepatozyten kommt es zur Aktivierung von Onkogenen und schließlich zur 
Entstehung des HCC53. Die Leberzellschädigung im Rahmen einer Hepatitis C-Infektion wird durch 
virusaktivierte CD4-positive T-Helfer-Zellen hervorgerufen, indem sie HCV-spezifische CD8-positive 
– zytotoxische T-Zellen aktivieren. Auch bei einer durch Hepatitis B verursachten Zirrhose spielt die 
Immunantwort eine Rolle, wenngleich hier eher die Interaktion mit der zelleigenen DNA im 
Vordergrund steht1,53. Demgegenüber liegt der ethyltoxischen Leberzirrhose eine vollkommen 
andere Pathogenese zu Grunde.  
Das detaillierte Wissen über die Pathogenese der vorgestellten Lebererkrankungen und den 
natürlichen Verlauf für jedes Individuum mit dieser Erkrankung würde eine spezifische Therapie 
ermöglichen, aber häufig reicht die Kenntnis der Grunderkrankung nicht aus. Ebenso wichtig sind 
die Früherkennung von Tumoren, die Frage nach ihrem Metastasierungspotenzial und das 
Rezidivrisiko nach einer Transplantation. Fragen, die sich nur beantworten lassen, wenn die Genetik 
des HCC bei der Diagnostik und der Therapieplanung Berücksichtigung findet. So wollten Hu-Liang 
et. al.50 mit Gen-Profilen frühzeitig ein HCC detektieren. Zu diesem Pool gehörten GPC3 (Glypican-
3), PEG10 (paternally expressed gene 10), MDK (Midkine), SERPINI1 (Serpin peptidase inhibitor 1) 
und QP-C (Ubiquinol – cytochrome), durch die eine Sensitivität von 84 % und eine Spezifität von 
100 % erreicht wurden. Seinen Ergebnissen nach sei das AFP im Vergleich zwischen kleinen und 
großen HCC-Knoten mit einem Cutoff von 5 cm signifikant unterschiedlich, wobei die 
Expressionsrate von MDK dem nicht entspricht. Daraus schließt die Arbeitsgruppe, dass das AFP 
eine Aussage über das Fortschreiten der Tumorerkrankung und MDK über das Vorhandensein 
eines HCC machen könnte. 
Damit scheint ein zentraler Mechanismus in Bezug auf die Proteininteraktionen als Ursache für die 
Hepatozelluläre Karzinomgenese weitgehend geklärt zu sein. Auch die unterschiedlichen 
53 
karzinogenen Signale der einzelnen Hepatitis-Viren sind bekannt. Allerdings scheint es mit den 
derzeit zur Verfügung stehenden Analyseverfahren zu kostenaufwendig zu sein, die Expressionen 
der betroffenen Gene bei jedem Risikopatienten zu bestimmen. Damit aus einem Gen ein 
funktionsfähiges Protein entstehen kann, muss es zunächst transkribiert und anschließend in eine 
Aminosäurensequenz übersetzt werden (Translation). Die beiden Prozesse unterliegen 
verschiedenen epigenetischen Steuerungsmechanismen, sodass ein Gendefekt nicht zwangsläufig 
zur phänotypischen Ausprägung führen muss. Die in dieser Dissertation untersuchten und für 
bedeutend erachteten mikroRNAs kontrollieren als Bestandteil des RIS-Komplexes diese 
Translation. Sie sind somit in der Lage, nicht nur Einfluss auf die Produktion zelleigener Proteine, 
sondern auch auf die Replikation von Virenbestandteilen54 zu nehmen. Besonders interessant ist 
hierbei, dass ebenfalls eine Interaktion zwischen den viralen Genen und der Synthese der 
mikroRNAs besteht55. So wird der hormonelle Schutz des Östrogens vor verstärkter HBV-Gen-
Expression und damit der Schutz vor dem HCC durch die hsa-miR-18a negiert, indem sie die 
Translation der ER-alpha-mRNA hemmt56. Wang et. al.55 demonstrierten, dass das Hepatitis B x-
protein die Expression der 7 mikroRNAs (hsa-miR-30c, -miR-193b, -miR-342, -miR199a, -miR-
125a, -miR99b und die hsa-miR-191), die die Translation der onkogenetischen-mRNA kontrollieren, 
erhöht und die von 11 mikroRNAs (hsa-miR-196a, -miR-106a, -miR-20a und die let-7 mikroRNA 
Familie) vermindert. Damit ist es anhand der Expressionswerte dieser „neuen“ Biomarker möglich, 
das Fortschreiten32 und die Ätiologie der Erkrankung zu identifizieren und damit der 
Individualisierung näher zu kommen. 
Die in dieser Dissertation dargestellte Analyse zeigt, dass die hsa-miR-122-3p im 
tumorumgebenden Gewebe vermehrt exprimiert wird. Dies ist bereits von Kutay et al.57 beschrieben 
worden. Daraus ist zu schlussfolgern, dass dieses Expressionsverhalten unabhängig von der 
ethnischen Herkunft des Patienten ist und auf den unterschiedlichen biochemischen Vorgängen im 
HCC bzw. tumorfreien Gewebe beruht. In der sich anschließenden Analyse dieser Dissertation 
zeigten tumorumgebendes und zirrhotisches Gewebe signifikante Unterschiede hinsichtlich der 
Expression von hsa-miR-1321 (p=0,001). Beim Vergleich vom Tumor- und zirrhotischem Gewebe 
waren die hsa-miR-3178 und –miR-378c mit jeweils p=0,002 am unterschiedlichsten exprimiert. Die 
hsa-miR-210 ist gut geeignet zur Unterscheidung der ethyltoxischen von der viralen Ätiologie bei 
tumorumgebenden Gewebeproben (p=0,02). Im Falle der Detektion der zu Grunde liegenden 
Ursache eines HCC, ist die hsa-miR-144-3p die aussagekräftigste Variable (p<0,01). 
Das Ziel der vorgestellten Modelle besteht zukünftig darin, mittels einer Leberstanzbiopsie 
herauszufinden, ob eine tumorsuspekte Raumforderung ein HCC ist, ohne sie zu punktieren. Dafür 
ist es erforderlich zu wissen, ob sich das tumorfreie und meist zirrhotische Gewebe eines HCC-
Patienten von dem der komplett tumorfreien, aber ebenfalls zirrhotischen Leber unterscheidet. Im 
Falle der Darstellung einzelner Biomarker kann auf die Auswertung der labor-klinischen Parameter 
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nicht verzichtet werden. Die Arbeitsgruppen, die Algorithmen zur besseren HCC-Diagnostik 
erstellen wollten, präferieren deshalb zur Diagnose bzw. Prädiktion die Kombination mehrerer 
Parameter, um die Sensitivität und Spezifität des Gesamttests zu erhöhen.16,33,44,50 
Laborchemisch unterscheiden sich die beiden oben erwähnten Morphologietypen, 
tumorumgebendes und rein zirrhotisches Gewebe und somit HCC- und Zirrhose-Patienten, in der 
ALAT (p<0,01), im Bilirubin (p<0,01) und dem AFP (p<0,01). Dabei erreichten alle drei Parameter 
bei den Tumorpatienten höhere Serumkonzentrationen. ALAT ist ein leberspezifisches Enzym58 und 
befindet sich zu 80 % im Zytoplasma – eine Erhöhung des Wertes spricht für den Zerfall der 
Hepatozyten. Eine aktuelle Studie zeigte jedoch, dass mit einer Zunahme des ALAT-Wertes und 
gleichbleibendem AFP, zum Beispiel 120 ng/ml, die Wahrscheinlichkeit für ein HCC abnimmt33. 
Werden ihre Ergebnisse auf die in dieser Dissertation vorgestellten Tumorpatienten übertragen, liegt 
die HCC-Prädiktionswahrscheinlichkeit mit einem durchschnittlichen ALAT von 1,02 ukat/l und 
einem AFP-Wert in Höhe von 70,3 ng/ml zwischen 10 % und 15 %. Wobei Mariko et al.59 zeigten, 
dass Patienten mit Hepatitis C mit erhöhten ALAT- und ASAT-Werten eher eine Zirrhose und ein 
HCC entwickeln, was der durch das Virus vorangetriebenen Entzündungsreaktion der Leber 
geschuldet sei 52. 
Geschlecht und Alter gehören zu den untersuchten klinischen Parametern in der Kohorte. Der Anteil 
der Männer machte 81,81 % bei den Zirrhosen und 90,6 % bei den HCC-Patienten aus. Im 
Altersdurchschnitt unterschieden sich die beiden Gruppen signifikant. So lag dieser in der Zirrhose-
Gruppe bei 49,9 und der in der Tumor-Gruppe bei 60,6 Jahren (p<0,01) 
Während der Analyse der insgesamt 275 untersuchten mikroRNAs waren 25 bzw. 46 signifikant 
unterschiedlich (p<0,05) exprimiert (HCC-umgebendes – rein zirrhotisches Gewebe bzw. HCC-
Gewebe - reine Zirrhose). Der nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur korrigierte p-Wert lag stets 
über der üblichen 5 % Grenze. So müsste die Betrachtung der einzelnen mikroRNA als alleinige 
Diagnostikvariable ohne Profilerstellung mit Vorsicht interpretiert werden. Für die Aussage dieser 
Dissertation ist jedoch der Zusammenhang zwischen den mikroRNAs und den laborchemisch-
klinischen Parametern entscheidend. 
Die durchgeführte binär-logistische Regression – stepwise PLR diente dazu, um mit Hilfe der 
gemessenen Parameter die Gruppenzugehörigkeit zu prognostizieren. Dabei wurde deutlich, dass 
sich die signifikanten laborchemisch-klinischen Parameter dazu eignen würden, Tumorpatienten 
von den Nicht-HCC-Patienten zu unterscheiden. Unter Berücksichtigung des Alters, des AFP-, des 
ALAT- und des Bilirubin-Wertes als Variablen beträgt die Gesamtwahrscheinlichkeit 90,4 % - mit 
einer Sensitivität von 93,3 % und einer Spezifität von 86,4 %. Die diesbezügliche Odds Ratio, also 
das Chancenverhältnis, ist in der Spalte Exp(B) in Tabelle 11 dargestellt. Eine Erhöhung der      
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ALAT-, der AFP-Werte und ein zunehmendes Alter sind mit der Chance für das Vorhandensein 
eines HCC verbunden. Andererseits spricht ein erhöhtes Bilirubin gegen einen Tumor.  
Von ursprünglich 20 mikroRNAs blieben nach der Analyse nur 7 übrig: SNORD3, hsa-miR-1285-
3p, -miR-339-5p, -miR-943, -miR-483-5p, SNORD2 und SNORD13. Mit diesen Variablen konnte 
eine Gesamtwahrscheinlichkeit von 83,3 % erreicht werden. Sensitivität und Spezifität dieses 
Modells zur Detektion eines HCC-Patienten anhand einer Analyse der tumorumgebenden Probe 
betragen 87,5 % bzw. 77,3 %. Eine Expressionsabnahme von SNORD2 und 13 erhöht die Chance 
einer tumorfreien Zirrhose. Im Gegensatz dazu würden eine Expressionsabnahme der hsa-miR-943 
und eine –zunahme der SNORD3, SNORD13, der hsa-miR-1285-3p, -miR-339-5p und –miR-483-
5p die Chance auf eine Entwicklung des HCC steigern. Zu den guten prädiktiven Variablen gehören 
in diesem Modell die hsa-miR-1285-5p [95 %-KI: 1,781-825,535], die hsa-miR-339-5p [95 %-KI: 
1,037-131683,798], die hsa-miR-943 [95 %-KI 0,000-0,186] und die SNORD3 [95 %-KI: 4,548-
2735506,12]. 
Fügt man nun die beiden Variablengruppen, die klinischen/paraklinischen und die epigenetischen 
Parameter zu einer Regressionsanalyse zusammen, so ergeben Spezifität 95,5 %, Sensitivität 
93,5% und Gesamtprozentsatz 94,3 %. Dieses Ergebnis wird mit den Parametern ALAT, AFP, dem 
Alter und der mikroRNA hsa-miR-943 realisiert. Hier zeigt sich jedoch, dass die ALAT ihre 
Erklärungsqualität aus dem separaten Vergleich verloren hat: 95 %-KI 0,941-67,786 vs. 1,094-
22,028. Den größten Einfluss in dieser Konstellation hat das Alter (p=0,012) vor der hsa-miR-943 
(p=0,02). 
Im Vergleich von Tumorproben mit reinen zirrhotischen Gewebeproben zeigen sich andere 
mikroRNAs als signifikant unterschiedlich exprimiert. Das deutet daraufhin, dass sich die mikroRNA-
Profile zwischen Tumor und tumorumgebenden Gewebe unterscheiden60. In 81,6 % der Fälle ist mit 
diesen mikroRNAs die Detektion des HCC möglich. Die Sensitivität dieser Variablen beträgt          
68,8 %, während die Spezifität bei 90,9 % liegt. Für die vier bei diesem Modell verwendeten 
mikroRNAs gilt, dass eine verminderte Expression von hsv2-miR-H25 [Exp(B) 95%-KI: 0,000-0,943] 
die Chance für das Auftreten eines HCC senkt. Sowohl eine Expressionszunahme der hsa-miR-
3178 [Exp(B) 95%-KI: 2,080-315,641], -miR-4285 [Exp(B) 95%-KI: 0,801-3557,906] als auch eine 
Expressionsabnahme der hsa-miR-200b-3p [Exp(B) 95%-KI: 0,017-0,692] erhöhen im Gegensatz 
dazu die Chance für das Auftreten eines HCC. Werden diese vier Parameter zusammen mit den 
o.g. laborchemisch-klinischen Parametern analysiert, bleibt die Spezifität bei 90,9 % und die 
Sensitivität steigt um 24,5 % im Vergleich zur vorherigen Gesamtanalyse. Der Gesamtprozentsatz 
zur Erkennung des Tumorgewebes liegt damit bei 91,9 %. 
Mit der ergänzenden Entscheidungsbaum-Analyse ist es anhand des Alters, des AFP-Serumwertes 
und der Expressionswerte der hsa-miR-1285-3p und der hsa-miR-943 möglich 96,3 % der Proben 
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entsprechend ihrer Morphologie (tumorumgebenden bzw. rein zirrhotisches Gewebe) zutreffend zu 
sortieren. Währenddessen basiert der Entscheidungsbaum für die Differenzierung von Zirrhose- und 
Tumorpatienten auf dem Alter, den Expressionswerten der hsa-miR-3178 und der hsa-miR-200b-
3p sowie dem Bilirubin-Serumwert. Auf dieser Grundlage ist es möglich 92,1 % der Patienten richtig 
zuzuordnen. 
Dass sich die Expressionslevel vieler mikroRNAs zwischen dem reinen Tumorgewebe und dem 
umgebenden Gewebe unterscheiden 60, konnte ebenfalls gezeigt und somit bestätigt werden. Der 
t-Test für gepaarte Stichproben unterstrich, dass dies auf insgesamt 108 von 275 mikroRNAs zutrifft 
(p<0,05). Der korrigierte p-Wert liegt für die ersten 26 mikroRNAs bei ≤ 0,05, was die Relevanz 
dieses Unterschieds aufzeigt. Im Anschluss wurden die Ergebnisse des t-Tests mit 
Entscheidungsbaum und der hierarchischen Clusteranalyse untersucht. Nach der CRT-Methode ist 
die hsa-miR-194-5p vor allem dazu geeignet, die beiden Gewebemorphologien voneinander zu 
trennen. So ist sie in 81,25 % aller HCC-Proben vermindert und in 87,5 % aller HCC-umgebenden 
Proben vermehrt exprimiert. Mit der hsa-miR-4285 ist es möglich, die verbliebenen Patienten mit 
erhöhter Expression der hsa-miR-194-5p weiter zu differenzieren. So wird sie bei den verbliebenen 
8,75 % der HCC-Proben vermindert und in 12 von 14 HCC-umgebenden Proben vermehrt 
exprimiert. Mit diesen beiden mikroRNAs ist es möglich, 87,5 % aller Proben richtig zuzuordnen. 
Der positive prädiktive Wert der hsa-miR-194-5p und somit die Wahrscheinlichkeit, dass die 
analysierte Gewebeprobe ein HCC ist, beträgt 86,7 %, während dieser für die hsa-miR-4285 bei 
64,5% liegt. Die Clusteranalyse ergab zunächst, dass die 20 mikroRNAs in zwei Gruppen zu teilen 
sind. Der im Dendrogramm dargestellte Abstand bis zur Clusterbildung ist ein Maß für die 
Ähnlichkeit der mikroRNAs in ihrer normalisierten Expression und letzten Endes in ihrer Expression 
im jeweiligen Gewebe. Der Abstand für die jeweils letzte Clusterbildung innerhalb der beiden 
Gruppen beträgt 6 (von 25). Dieser niedrige Wert spricht für eine entsprechend hohe Ähnlichkeit 
innerhalb der beiden Gruppen (Abb. 8). Die Boxplots zeigen, dass jeweils 10 mikroRNAs im HCC-
Gewebe vermehrt bzw. vermindert exprimiert werden: T>S: kshv-miR-K123, hsa-miR-1908, hsv2-
miR-H25, hsa-miR-4285, hsv1-miR-H7, hsa-miR-3202; hsa-miR-4306, hsa-miR-3196, hsa-miR-665 
und hsa-miR-25-5p; T<S: hsa-miR-30e-3p; hsa-miR-122-3p, hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-885-5p, 
hsa-miR-455-3p, hsa-miR-17-3p, hsa-miR-29c-5p, hsa-miR-194-5p, hsa-miR-26b-5p und hsa-miR-
27b-5p.  
Interessanterweise führen der Entscheidungsbaum und die Clusteranalyse bzw. der Boxplot zu 
widersprüchliche Wertungen bzgl. der hsa-miR-4285. So ist laut Boxplot diese mikroRNA in HCC-
Proben vermehrt exprimiert, der Median liegt bei einer normalisierten Expression von 1. Laut 
Entscheidungsbaum sind es aber die tumorumgebenden Proben, die eine vermehrte Expression 
aufweisen. Dies wäre beispielweise dadurch zu erklären, dass sie sich in den drei verbliebenen 
Tumorproben genau gegensätzlich verhält und eine vermehrte Expression der hsa-miR-194-5p im 
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HCC-Gewebe zu einer verminderten Expression der hsa-miR-4285 führt. Allerdings müsste diese 
Interaktion in weiterführenden Untersuchungen noch validiert werden. 
Wang et al.44 sind bei der Analyse von 273 Patienten (113 Leberzirrhosen und 164 HCC) mit der 
binär-logistischen Regression stepwise PLR und dem Entscheidungsbaum nach der CRT-Methode 
zu dem Ergebnis gekommen, dass man mit dem Alter und dem AFP labor-klinisch die meisten HCC-
Patienten identifizieren kann. Dieses Resultat konnte hier bestätigt und ergänzt werden.  
Um zu klären, ob man anhand der mikroRNAs, der laborchemisch-klinischen Parameter bzw. einer 
gemeinsamen Analyse die zu Grunde liegende Ätiologie des HCC bestimmen kann, wurden von 
den insgesamt 54 untersuchten Patienten jene berücksichtigt, bei denen durch die Anamnese, die 
serologische Analyse und die Gewebeprobenuntersuchungen des Pathologen die Ursache ihrer 
Tumorerkrankung eindeutig zugeordnet werden konnte. Somit fiel der Patient LE-051, der an einer 
Hepatitis B-Infektion und einer ethyltoxischen Leberzirrhose erkrankt war, aus dieser Zuordnung 
heraus. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die betreffenden Patienten entsprechend ihrer 
Ätiologie in Gruppen eingeteilt, wobei auf eine Differenzierung der viralen Gruppe in HCV- bzw. 
HBV-Patienten wegen der geringen Anzahl verzichtet wurde. 
Beim Vergleich der laborchemisch-klinischen Parameter und der normalisierten mikroRNA-
Expressionen standen sich 14 ehemals an ethyltoxischer Leberzirrhose erkrankte Patienten und 17 
Patienten gegenüber, die durch einen der beiden Hepatitis-Viren infiziert worden waren. Dabei 
betrug der Anteil der an Hepatitis C infizierten Patienten an den untersuchten Virushepatitiden     
58,8 %. Aus der Gegenüberstellung beider Gruppen hinsichtlich laborchemischer Parameter ergibt 
sich, dass nur die Serumkonzentration der ALAT signifikant unterschiedlich ausfällt. Dieses 
Ergebnis stimmt mit dem Großteil vorausgegangener Studien überein, die zeigten, dass bei den 
Patienten mit einer ethyltoxischer Leberzirrhose der Serum-ALAT-Wert niedriger ist61. Der 
labMELD-Score zum Zeitpunkt der Transplantation lag in der ethyltoxischen Gruppe bei 16±8 und 
in der viralen bei 11±6. Somit betrug die 3-Monatsmortalität in der ersten Gruppe 11 % - 24 % und 
in der zweiten 5 % - 11 %. Dieser Unterschied ist mit einem p-Wert von 0,09 zwar nicht signifikant, 
deutet im Sinne eines Trends jedoch auf eine vergleichsweise höhere Sterblichkeit der 
eingeschlossenen Patienten mit einer ethyltoxischen Leberzirrhose hin. 
Die HCC-Proben und die des tumorumgebenden Gewebes zeigen, bei jeweils unterschiedlicher 
Genese, differierende Expressionshöhen von nur fünf bzw. drei von 275 mikroRNAs. Anhand der 
mikroRNAs hsa-miR-210 und –miR-20b-5p lässt sich ein positiver prädiktiver Wert von 75 % für das 
Erkennen eines tumorumgebenden Gewebes mit viraler Genese erreichen. Dabei spricht eine 
verminderte Expression von hsa-miR-210 für eine virale Genese bei einer Odds Ratio (Exp(B)) von 
0,019 [95 %-KI 0,001-0,491]. Auf der anderen Seite würde eine vermehrte Expression der hsa-miR-
20b-5p ebenfalls für eine virale Genese sprechen – Odds Ration 24,199 [95 %-KI 1,543-379,476]. 
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Für beide gilt, dass sie gut erklärende Variablen sind, denn das Konfidenzintervall liegt im Falle der 
hsa-miR-210 stets unter 1 und das der hsa-miR-20b über 1. Mit Hilfe des MELD-Scores und der 
ALAT wird ein Modell mit einer Spezifität von 69,2% und einer Sensitivität von 82,4 % für eine virale 
Genese erstellt. Der Gesamtprozentsatz liegt bei 76,7%. Das 95%-KI der beiden Odds Ratios 
überschreitet den Wert 1 und ist somit nicht zur Differenzierung geeignet. In der 
Gesamtregressionsanalyse zeigt sich, dass man mit den Parametern ALAT, der hsa-miR-210 und 
–miR-20b-5p eine Verbesserung der Sensitivität bzw. der Spezifität auf 82,4 % bzw. 84,6 % und 
einen Gesamtprozentsatz von 83,3 % erreichen kann, dabei behält die mikroRNA hsa-miR-20b-5p 
ihre prädiktive Fähigkeit [95 %-KI: 1,404-966,158]. 
Hsa-miR-144-3p, -miR-505-5p und die –miR-92b-3p werden im HCC je nach zugrunde liegenden 
Erkrankungen anders exprimiert. Erstere erreicht sogar eine Signifikanz nach der Benjamini-
Hochberg-Korrektur (p=0,044). Von diesen drei mikroRNAs wird nur die hsa-miR-144-3p in die 
binär-logistische Regression einbezogen. Mit ihr als Differenzierungsvariable sind für das Bestehen 
einer viralen Genese eine Sensitivität von 88,9 % und eine Spezifität von 71,4 % zu erreichen, dabei 
beträgt der Gesamtprozentsatz der richtigen Zuordnungen 81,3 %. 
Dem Entscheidungsbaum zur Differenzierung der Ätiologie anhand einer tumorumgebenden Probe 
ist zu entnehmen, dass bei 88,2 % der Fälle die normalisierte Expression der hsa-miR-210 im 
tumorumgebenden (viralen) Gewebe unter und im Falle einer ethyltoxischen Genese bei 64,3 % der 
Fälle über 0,359 liegt. Bei Patienten mit einer ethyltoxischen Leberzirrhose und einer ALAT größer 
0,617 ukat/l wurde diese mikroRNA wiederum vermindert exprimiert Letztendlich kann mit Hilfe der 
Analyse der tumorumgebenden Probe auf die Expressionshöhe der hsa-miR-210 und der ALAT-
Bestimmung im Serum des Patienten und deren Cutoffs in 83,9 % der Fälle die richtige Diagnose 
bzgl. der Ätiologie gestellt werden. Ist die Diagnose aufgrund einer HCC-Gewebeprobe zu stellen, 
so genügt hierfür die mikroRNA hsa-miR-144-3p (Gesamtprozentsatz 93,8%). Alle sieben 
untersuchten ethyltoxischen HCC-Proben zeigten eine verminderte Expression dieses Parameters. 
Als Cutoff wird eine normalisierte Expression von -0,104 angenommen, dabei lag in acht von neun 
viralen Proben die gefundene normalisierte Expression über -0,104.  
Die hierarchische Clusteranalyse mit Boxplots untersuchte, ob man die mikroRNAs aus 
tumorumgebendem Gewebe anhand ihrer normalisierten Expressionen der jeweiligen Ätiologie 
zugeordnet werden können. Dabei zeigte sich, dass sich nur die SNORD12 und die hsa-miR-20b-
5p bei einem Abstand von 1 stark ähneln. Zu diesem Cluster kommt die hsa-miR-1248 hinzu, obwohl 
mit einem Wert von 14 nicht von einer großen Ähnlichkeit ausgegangen werden kann. Das zweite 
Cluster besteht aus den verbliebenen mikroRNAs, der hsa-miR-210 und der hsa-miR-139-5p. Der 
Abstand zur Clusterbildung beträgt in diesem Fall 13, so dass von einer bestehenden Unähnlichkeit 
in ihrem Expressionsverhalten auszugehen ist. Die Boxplots zeigen jedoch, dass in den viral 
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verursachten HCCs die mikroRNAs SNORD12, hsa-miR-20b-5p und hsa-miR-1248 verstärkt sowie 
die mikroRNAs hsa-miR-210 und –miR-139-5p vermindert exprimiert werden.  
Zum Schluss wurde das Hauptaugenmerk auf die mikroRNA hsa-miR-144-3p gerichtet. Dabei 
zeigten der Boxplot und die einfaktorielle ANOVA (p=0,001), dass sich ihre Expression eindeutig 
zwischen ethyltoxischem, Hepatitis C und B bedingtem HCC unterscheidet, wobei sie im Gewebe 
durch das Hepatitis C verursachte HCC am höchsten exprimiert wurde.  
Die Unterscheidung hinsichtlich der Ätiologie ist den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen 
zufolge nicht so eindeutig, wie es für die Frage nach der Gewebeart (Tumor oder Zirrhose bzw. 
tumorumgebendes - oder zirrhotisches Gewebe) erforderlich ist. Der Grund hierfür wird in der Größe 
des Stichprobenumfangs liegen. Es zeigte sich, dass es nicht sinnvoll ist laborchemische Parameter 
allein als Differenzierungsvariablen zu nutzen, wenn es um die Frage der Ätiologie geht, da hier das 
Zirrhosestadium wahrscheinlich eine wichtige Rolle spielt. 
Die hier untersuchten Proben wurden im Rahmen einer Transplantation entnommen und nicht bei 
einer chirurgischen Resektionstherapie62,63. Damit erhalten die hier vorgestellten Ergebnisse eine 
besondere Bedeutung. Auf Grund dieses Vorgehens war ein ausreichender Sicherheitsabstand 
zum Tumorgewebe gegeben, was die Übertragbarkeit der Auswertungsergebnisse auf eine 
peripher durchgeführte Stanzbiopsie ermöglicht. 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig der Versuch unternommen, ein Profil bzw. Modell zur 
Identifizierung der Ätiologie und Dignität der hier diskutierten Lebererkrankungen durch 
Kombination von Gewebe-mikroRNAs zu erstellen. Beide hierfür verwendete Methoden 
verdeutlichen, dass die laborklinische Standarddiagnostik um die Auswertung der mikroRNA-
Expressionen ergänzt werden sollte, um die Vorhersagesicherheit zu erhöhen. So beträgt der 
Gesamtprozentsatz der kombinierten Regressionsanalyse bei der Differenzierung zwischen HCC- 
und Zirrhose-Patienten anhand der tumorumgebenden und rein zirrhotischen Proben 94,3 % (83,3 
% mikroRNA; 90,4 % laborchemisch-klinisch) und anhand der Tumorproben und den zirrhotischen 
91,9 % (81,6 %; 90,4 %). Bei der Ätiologiezuordnung (tumorumgebendes Gewebe) ist ein 
Gesamtprozentsatz von 83,3 % zu erreichen und damit 5,9 % bzw. 6,6 % mehr als in den 
Einzelanalysen. Vergleicht man die Ergebnisse der Regressionsanalyse mit denen der 
Entscheidungsbäume, so ist erkennbar, dass sie sich nicht unterscheiden (p=0,98).Trotz der guten 
Ergebnisse darf nicht unerwähnt bleiben, dass die in dieser Dissertation untersuchten Stichproben 
klein waren. Die Resultate aus den Regressionsanalysen und den Entscheidungsbäumen sind auf 
die untersuchten Kohorten „zugeschnitten“. Ein Kritikpunkt an der Regressions-Methode besteht im 
Folgenden: Ist die Zahl der zu untersuchenden Variablen größer als die kleinste Patientenanzahl, 
dann ist keine Konvergierung möglich. So war in den Fällen I und III nicht der Einfluss von 20, 
sondern 16 mikroRNAs für die Regression bedeutsam. Dennoch ist das diagnostische Potenzial 
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dieser Modelle gut erkennbar, sodass sie und deren Ergebnisse in nachfolgenden 
Forschungsarbeiten validiert werden sollten, z.B. mit der qPCR oder durch Analyse neuer und noch 
umfangreicherer Stichproben. 
Des Weiteren wurde bewiesen, dass anhand einer Biopsieanalyse eine am HCC erkrankte Leber 
identifizieren werden kann, ohne die verdächtige Raumforderung - mit der Gefahr einer 
Tumorzellenverschleppung, die in der Literatur mit einer Wahrscheinlichkeit von 2,7 %64 gegeben 
ist, punktieren zu müssen. Weiterhin ist eine histologische Differenzierung zwischen 
Leberzelladenomen und HCCs im Frühstadium G1 schwierig65 und ein negativer Biopsie-Befund 
schließt ein HCC nicht aus. Auch könnte in Zukunft die Nachblutung, als eine mögliche Komplikation 
der Herdbiopsie, minimiert werden, da eine periphere Probeentnahme zur Diagnose ausreicht. 
Außerdem wurde dargestellt, dass eine Diagnose bzgl. der Grunderkrankungen virale oder 
ethyltoxische Hepatitis möglich ist. Das Expressionsverhalten der hsa-miR-144-3p veranschaulicht, 
was auch andere Autoren zeigen: Eine genauere Differenzierung der viralen Hepatitis ist möglich 
54. 
Umso wichtiger ist es, dass auf diesem Gebiet weiter geforscht wird und dass die vorliegende 
bizentrische Studie um prospektive, multizentrische, verblindete Studien erweitert wird. Eine 
umfangreiche Datenbank würde die Betrachtung weiterer infrage kommender Einflussgrößen wie 
beispielsweise die Ethnie, das Geschlecht oder das Alter betroffener Patienten ermöglichen. Mit 
diesem Wissen könnte dann jedem Patienten die für ihn beste Therapie zukommen lassen und 
deren Erfolg maximieren. Durch eine Reduktion der Fehldiagnosen und den mit ihnen verbundenen 
Fehltherapien und Komplikationen dürfte das zu einer Kostensenkung bei der Patientenversorgung 
führen. Die daraus resultierende Bedeutung lässt sich am besten an den Rezidiv- und Re-
Infektionen einem erneuten Alkoholabusus oder HCC-Rezidiven nach der Transplantation 
erkennen. So beträgt die Wahrscheinlichkeit einer HCV-Re-Infektion 100 %1,66. Laut einem Review 
der Arbeitsgruppe Vinaixa67 ist nach durchschnittlich 9,5 Jahren [95 %-KI: 7-12] bei transplantierten 
Patienten eine erneute Leberzirrhose nachweisbar. Darüber hinaus entwickeln ca. 10 % aller 
Empfänger eine sogenannte fibrosierende cholestatische Hepatitis (FCH), die innerhalb weniger 
Monaten zu einem Transplantatverlust führt. Die einzige wirkungsvolle Therapie ist auch gleichzeitig 
die am stärksten diskutierte – nämlich die Re-Transplantation66. Die Überlebenswahrscheinlichkeit 
nach einer zweiten Transplantation sinkt um 20 %67. Um Überlebenszeit und infektionsfreie Zeit zu 
verlängern, findet vor der Transplantation eine antivirale Therapie statt. Mit der heutigen Triple-
Therapie – Proteaseinhibitor, Ribavirin und pIFN – werden bereits nach 8 bis 16 Wochen bei bis zu 
81 % der Patienten HCV-RNA negative Seren erreicht. Dem Erfolg dieser Therapie sollte jedoch 
das Nebenwirkungsspektrum – Anämie, Infektion und hepatische Dekompensation - kritisch 
gegenüber gestellt werden67. Mit der Zulassung des Nukleotid-analogen Inhibitors, Sofosbuvir, des 
viralen NS5B-Proteins, ist seit Frühjahr 2014 nun auch eine effektivere Therapie der Genotypen 2 
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und 3 möglich. Mit diesem neuen Medikament werden bessere Heilungschancen mit weniger 
Nebenwirkungen verknüpft9. Des Weiteren spielen auch andere Faktoren für die Dauer des 
zirrhosefreien Überlebens eine entscheidende Rolle: wie beispielsweise das Patientenalter (> 50 
Jahre) und der Zustand (Steatosis) des Spenderorgans66.  
Bis 1978 galt auch die Re-Infektion mit dem Hepatitis B-Virus nach einer Lebertransplantation als 
sicher. Mit der Einführung der HBV-Hyperimmunglobulin-Therapie nach der Transplantation konnte 
die Rezidivwahrscheinlichkeit gesenkt werden. Der größte Fortschritt wurde erst mit der Einführung 
des Nukleosidanalogons Lamivudin erzielt. Hiernach liegen die Re-Infektionsraten zwischen 0% 
und 10%. Wie auch bei Hepatitis C spielt die Viruslast vor der Transplantation eine wichtige Rolle, 
Empfehlungen zufolge sollte sie bei <1000 Kopien/ml sein. Die Grenzen des Erfolges zeigt in 
diesem Zusammenhang derzeit die Ko-Infektion mit Hepatitis D auf. Dieses Virus muss wegen 
seines schlechten Reagierens auf Lamivudin mit pIFNa therapiert werden. Eine lange pre-operative 
Behandlung mit pIFNa wird von den wenigsten Patienten wegen seiner Nebenwirkungen, wie 
Anämie und durch Schlafstörungen verursachte psychische Belastung, toleriert. Ein post-operativer 
Einsatz ist angesichts der erhöhten Abstoßungswahrscheinlichkeit kritisch zu hinterfragen68. 
Die Rezidivwahrscheinlichkeit eines HCC hängt von der Therapieart ab, so beträgt diese nach einer 
Resektion >70 % in 5 Jahren16 und die 5-Jahres-Überlebensrate liegt zwischen 30% und 50%69. Bei 
Erfüllung der Milan-Kriterien ist nach einer Radio-Frequenz-Ablation mit einer 5-Jahres-
Überlebensrate von 41 % zu rechnen, obwohl hier eine erhöhte Rate an Lokalrezidiven vorliegt69. 
Wird eine Lebertransplantation innerhalb der Milan-Kriterien durchgeführt, so befindet sich die 
Rezidivrate bei 15% nach 5 Jahren16. 
Schlussfolgernd lässt sich eindeutig sagen, dass Therapien der Morphologien – Zirrhose bzw. HCC 
– nur über die der Grunderkrankung funktionieren kann. Wird die Ursache genau detektiert, ist eine
nebenwirkungsärmere und erfolgreichere Behandlung möglich. Liegt zum Beispiel eine HCV/HBV-
Ko-Infektion vor, wird das Hauptaugenmerk auf die Senkung der Hepatitis C-Viruslast gerichtet68. 
Auch für die Allokation spielt die Genese eine bedeutende Rolle, so bewies eine Studie, dass die 
Vergabe- bzw. Spendebereitschaft für einen Alkoholkranken bedeutend niedriger ist, da 
fälschlicherweise von einer „selbst herbeigeführten“ Erkrankung ausgegangen wird3. Dem 
Organmangel ist es geschuldet, dass die benötigte MELD-Score-Punktzahl in den letzten Jahren 
gestiegen ist. Wie bereits oben dargestellt, spielt aber das Alter des Spenders für den an Hepatitis 
C Erkrankten eine wichtige Rolle. Die Ätiologie hat bis heute jedoch keinen Einfluss auf die 
Organvergabe. Vielmehr liegt die Entscheidung, ob das Alter und der Zustand des Organs eine 
Transplantation zulassen, in den Händen des Transplantationschirurgen. Sandy Feng et. al.70 und 
Magdy Athia et. al.71 berichten, dass mit steigendem Alter des Spenders die Überlebens- und 
rezidivfreie Zeit des HCV positiven Empfängers sinken. Volk et al.72 belegen, dass die 
Transplantation eines Organs mit hohem donor-risk-index (DRI) und einem Empfänger mit einem 
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MELD-Score von <20 Punkten mit einem schlechten Outcome verbunden ist. Sumeet et. al.73 
erweiterten den MELD-Score um den Faktor Alter, womit eine Punktzahl zwischen 40 und 3400 
erreicht werden kann. Die Transplantation eines Patienten mit weniger als 400 Punkten ist laut 
dieser Gruppe mit einer 1-Jahres-Überlebensrate von 91,8 % verbunden. Bei über 1600 Punkten 
und einer Hepatitis C-Infektion leben nach 4 Jahren nur noch 54,4 % der transplantierten Patienten. 
Im Gegensatz dazu beträgt die 4-Jahres-Überlebensrate bei unter 1600 Punkten 72,9 %. 
Die hier untersuchten mikroRNAs können eine Ergänzung der heute etablierten Allokations-und 
Detektionsmethoden um den Faktor Genetik darstellen. Alle Arbeitsgruppen sind sich trotz 
Verwendung unterschiedlicher potenzieller Biomarker darin einig, dass nur eine Kombination 
mehrerer Biomarker der Weg zu essentiellen Verbesserungen von Früherkennung und Therapie 
sein kann. Es wird davon ausgegangen, dass die zugrundeliegenden Pathogenesen zu komplex 
sind, um sie durch die Detektion einer entscheidenden mikroRNA, eines entscheidenden Gens oder 
Proteins zweifelsfrei nachzuweisen. Darüber hinaus sollte die zurzeit vorhandene HCC-
Detektionskombination aus AFP und Bildgebung um mathematische Modelle ergänzt werden, die 
neben den Produkten der Proteinsynthese auch deren Edukte mit einbeziehen. Zwei solcher 
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Die Lebertransplantation bietet gegenwärtig die beste Therapiemöglichkeit des Hepatozellulären 
Karzinoms und der Leberzirrhose im Endstadium. Für die positiven Resultate dieser Therapie sind 
die rechtzeitige Diagnose- und Indikationsstellung entscheidend, jedoch schwankt die Sensitivität 
der gegenwärtigen Diagnostik aus bildgebenden Verfahren und der Bestimmung des AFP zur 
Detektion eines HCC  zwischen 20 % und 94 %47,48,69. Der für die Dringlichkeit zur 
Transplantationslistung entscheidende MELD-Score vernachlässigt ebenso wie die Milan-Kriterien 
die genetische und ätiologische Komponente dieser Tumorerkrankung, welche aber maßgeblich 
das rezidivfreie Überleben bestimmen16–18,70. 
Im Rahmen dieser Dissertation wurden Gewebeproben aus explantierten Lebern auf mikroRNA-
Expression als mögliche Biomarker für das HCC untersucht. Bei der Studie handelt es sich um eine 
bizentrische Längsschnittuntersuchung, in der die Patienten anhand des pathologischen Befundes 
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in folgende Gruppen eingeteilt wurden: reine Leberzirrhose (Gruppe A), HCC in Zirrhose (Gruppe 
B) und sonstige Ursachen (Gruppe „Andere“). In Gruppe A wurde eine Probe mit einer Größe von 
10x10x10 mm aus Segment II (Ex) entnommen, im Gegensatz dazu bei HCC aus dem Tumor (T) 
und aus dem tumorfreien Segment  (S). Insgesamt konnten 189 Patienten in die Datenbank 
aufgenommen werden. Der Gruppe A waren 83 Patienten zuzuordnen (59 ethyltoxisch, 8 rein viral, 
14 durch andere Ursachen bedingte Zirrhose) und der Gruppe B 66. 30 HCC-Fälle basierten auf 
Alkoholmissbrauch und 19 auf einer viralen Infektion. Die übrigen 21,2 % entfielen auf die Gruppe 
„Andere“. Zu dieser Gruppe zählen unter anderem die vor der Studie bereits transplantierten 
Patienten, Patienten mit Primär Sklerosierender Cholangitis  und Patienten, bei denen kein vitales 
Tumorgewebe mehr nachgewiesen werden konnte.  
54 Patienten wurden in die Auswertung dieser Arbeit eingeschlossen: 30 hatten eine ethyltoxische 
Leberzirrhose, wobei sich bei 14 zusätzlich ein HCC entwickelte. Bei sieben von acht Patienten mit 
einer HBV bzw. einer HBV+HDV-Infektion entwickelte sich auf dem Boden der viralen Infektion ein 
HCC. 13 Patienten erkrankten an einer Hepatitis C Virus-Infektion, 10 davon zusätzlich an einem 
HCC. Zwei Patienten hatten eine HBV- und einer eine HCV-Infektion sowie Alkoholmissbrauch 
hinter sich. Insgesamt konnten 70 Gewebeproben aufgearbeitet werden (16 Tumorproben, 32 
tumorumgebende Proben und 22 rein zirrhotische Proben). Die RNA aus den Gewebeproben wurde 
anhand einer modifizierten Trizol-Methode isoliert: 1. Vorbereitung und Homogenisierung, 2. 
Phasenseparation und RNA-Präzipitation und 3. RNA-Waschen, -Resuspension und Aliquotierung. 
Diese Arbeitsprozesse folgen der modifizierten single-step-Methode nach Chromczynski und 
Sacchi. Aus einer 50 mg schweren Gewebeprobe konnten nach dieser Methode 70 μl RNA-Lösung 
gewonnen werden. Anschließend wurde mit Hilfe des NanoDrops die Konzentration der Gesamt-
RNA gemessen und auch die Reinheitsgrade (Absorbtionsrate bei A260/280)  bestimmt. 
Stichprobenartig wurden die gewonnenen RNA-Lösungen mit der Gelelektrophorese auf 
Degradation kontrolliert. Die Array Analysen der isolierten Proben, basierend auf der sechsten und 
siebten miRCURY LNA™ microRNA Array Generation, erfolgte durch die Firma Exiqon A/S 
(Skelstedet 16, 2950 Vedbæk, Dänemark). Dieser besitzt passende Sonden für alle humanen und 
nicht humanen (Maus, Ratte) mikroRNAs, die in der miRBASE 18.0 und 19.0 registriert sind. 
Im Rahmen der  statistischen Berechnung wurde zum ersten Mal analysiert, ob mit Hilfe binär-
logistischen Regression und der Entscheidungsbaumklassifikation Algorithmen aus mikroRNA-
Profilen und laborchemisch-klinischen Parametern zur Detektion und ätiologischen Differenzierung 
des HCC und der Leberzirrhosen entwickelt werden können. Dabei konnte mit Hilfe der Regression 
auf einen Zusammenhang zwischen den mikroRNAs und der Morphologie bzw. der Ätiologie 
geforscht und somit Diagnostikparameter detektiert werden. Der Entscheidungsbaum ist ein 
Klassifikationsmodell, das eine Segmentierung und die Lösung von Entscheidungsproblemen 
ermöglicht. Dafür wurde die CART-Methode (Classification And Regression Tree) zur Erstellung 
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von Binärbäumen mit dem Ziel, eine optimale Trennung zwischen zwei Zuständen zu finden, 
verwendet.  In der vorliegenden Arbeit konnte dargestellt werden, dass zwischen dem HCC-Gewebe 
und dem tumorumgebenden Gewebe, zwischen tumorumgebendem Gewebe und der reinen 
Zirrhose sowie zwischen ethyltoxischer und viraler Genese der o.g. Krankheitsbilder die mikroRNAs 
unterschiedlich stark exprimiert werden. Außerdem konnten aussichtsreiche Modelle berechnet 
werden, die eine Differenzierung zwischen Tumor und tumorumgebendem Gewebe mit 87,5 %, eine 
Unterscheidung von tumorumgebender Zirrhose von einer reinen Zirrhose mit 94,3 % bzw. 96,3 % 
und eine Differenzierung zwischen Tumorgewebe und reiner Zirrhose mit 91,9 % bzw. 92,1 % 
ermöglichen. Die weitere Analyse zeigte, dass die Modelle ebenfalls dazu geeignet sind, die 
Lebererkrankungen nach der Ätiologie zu differenzieren. 
Die dargestellten Methoden sind in der Beachtung der mit großen Potenzial24,30 versehenen 
mikroRNAs und der laborchemisch-klinischen Parameter neuartige Verfahren, die sowohl für die 
weitere Grundlagenforschung als auch für die Ergänzung der derzeit etablierten diagnostischen und 
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